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ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

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

stata Hamakera

bezwymiarowy parametr (réw. (62))

promien ptaszczyzny kontaktu

promien ptaszczyzny kontaktu przy zerowym obcigzeniu

catkowity promien ptaszczyzny kontaktu

strefa kohezyjna (c - a)

modut Younga,

sita wynikajaca ze zmian swobodnej energii powierzchniowej
predko$¢ uwalniania energii sprezystej

wspotczynnik intensywnosci naprezen

wspotczynnik intensywnosci naprezen wynikajacy z oddziatywan mie-
dzymolekularnych

wspotczynnik intensywno$ci naprezen wynikajacy z obcigzenia zew-
netrznego

wspotczynniki sprezystosci kul 1i 2

obcigzenie wynikajace z oddziatywan miedzyfazowych
bezwymiarowy parametr (réw. (63))

obcigzenie mechaniczne

sita sprezystosci

rozktad ci$nienia normalnego do ptaszczyzny kontaktu

promien kuli

odlegtos¢ punktu przy ktérym rozwazne jest odksztatcenie do Srodka
ptaszczyzny kontaktu

odlegtos$¢ punktu od osi rzednych

powierzchnia

energia sprezystosci

energia potencjalna wynikajaca z obcigzenia mechanicznego

energia powierzchniowa

catkowita energia ukfadu

praca adhezji

powierzchnia zdeformowanej czesci kuli

wielko$¢ przemieszczenia sie ciat, réwne jest w przyblizeniu warlosci S
odlegtos¢ punktu od osi odcietych

najmniejsza odlegtosé, na jakg moga zblizy¢ sie do siebie dwa krysta-
liczne ciata (wg. Dierjagnina dla krysztatéw zo= 4 A)

bezwymiarowy parametr (réw. (64))

gtebokos¢ sprezystego lub plastycznego odksztatcenia

odksztatcenie postepujacego przetomu dlai-= ¢

funkcja gtéwnych promieni krzywizny ciat w punkcie ich najwieksze-
go zblizenia
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- energia oddziatywan pomiedzy dwoma ciatami w funkcji odlegtosci (/;)
- swobodna energia miedzyfazowa

- arbitralnie wybrany utamek (0,05)

arbitralnie wybrana wielko$¢ (20)

a - stata Lifshitza - van der Waalsa

- bezwymiarowy parametr (réw. (65))

'U><f_—-_:<xlg

- bezwymiarowy wspétczynnik (réw. (44))
- ksztalt przetomu
\ - liczba Poissona
- odlegto$¢ rozwazanego punktu od $rodka powierzchni ptaszczyzny kon-

taktu
a - rozktad naprezen w ptaszczyznie kontaktu
) - rozklad naprezen na granicy ptaszczyzny kontaktu

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

WSTEP

Adhezja jest zjawiskiem makroskopowym polegajagcym na potgczeniu sie ze
sobg powierzchniowych warstw réznych ciat lub faz (statych lub ciektych), zacho-
dzacym w wyniku dziatania sit miedzymolekulamych. Mechanizmy powstawania
takich potaczen sg dos¢ ztozone abadania zjawiska adhezji prowadzone sg badz od
strony chemii powierzchni, badz od strony mechaniki powstawania peknie¢ lub prze-
tomow. W pierwszym przypadku probuje sie potaczy¢ sity adhezyjne z oddziaty-
waniami van der Waalsa lub z termodynamiczna pracg adhezji. W przypadku badan
prowadzonych w zakresie mechaniki powstawania peknieé¢ lub kruchych przeto-
mow, analizuje sie je na podstawie wielkosci i rozktadu naprezen dookota juz ist-
niejgcego pekniecia.

Obie metody stosowane sg w celu blizszego poznania i zrozumienia roli adhe-
zji oraz jej znaczenia w wielu procesach, takich jak: tarcie, smarowanie, klejenie,
aglomeracja czy agregacja, rozdrabnianie i wiele innych. Stad okre$lenie wielkosci
irodzaju oddziatywan adhezyjnych przyczynia sie do usprawnienia technologii np.:
farbowania tkanin, malowania, drukowania, kserowania, a takze w lecznictwie, za-
réwno przy produkcji lekow jak ipodczas ich pdzniejszego stosowania.

W czasie zblizania do siebie dwoch ciat o doskonale gtadkich powierzchniach,
w wyniku zmniejszenia odlegtosci rosng sity miedzymolekulame, ktore prowadza
do utworzenia trwatego atomowego kontaktu. Dla ponownego rozdzielenia tych
ciat nalezy wykonac¢ okreslong prace, ktéra nazywamy praca adhezji. Utworzenie
kontaktu pomiedzy dwoma ciatami, zachodzace w wyniku dziatania sit miedzyfa-
zowych (sit wewnetrznych) lub zewnetrznego obcigzenia mechanicznego (sit zew-
netrznych), prowadzi do deformacji powierzchni ciata charakteryzujacego sie wias-
ciwosciami sprezystymi lub lepko-plastycznymi, czyli ciata o nizszym module spre-
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zystosci. Wielkosci sprezystych odksztatcer sag mate dla ciat o wysokich modutach
sprezystosci i znaczne, a tym samym mierzalne, dla ciat o niskich modutach. Wszyst-
kie te czynniki muszg by¢ brane pod uwage przy badaniu i opisie zjawiska adhezji.

Przeglad gtdwnych teoretycznych rozwigzan opisujacych proces adhezji oraz
omédwienie zakreséw stosowalnosci jest celem tej pracy.

1. TEORETYCZNE MODELE ADHEZJI: KROTKI RYS HISTORYCZNY

Adhezja czastek napowierzchnijest procesem bardzo ztozonym. Zalezy w gtow-
nej mierze od wielko$ci mechanicznego obcigzenia (sity przyciskajacej), powierzchni
kontaktu miedzy nimi, wtasciwosci mechanicznych kontaktujgcych sie ciat oraz
swobodnej energii miedzyfazowej, a w przypadku zetkniecia dwdch ziaren rowniez
od ich rozmiardw.

Pierwsze badania procesu adhezji prowadzone byty juz w XIX wieku [1,2]
a utworzenie trwatego kontaktu byto rozpatrywane od strony mechaniki zjawiska.
W 1882 r. Hertz [1] zaktadajac eliptyczny rozktad naprezen w plaszczyznie kontak-
tu miedzy dwoma gtadkimi i sprezystymi ciatami opracowat podstawy teorii proce-
su adhezji. Stwierdzit, ze zardwno wielkos¢, ksztattjak i trwato$¢ utworzonego kon-
taktu zwigzane sg z odksztatceniem sie ciata bardziej sprezystego. Dcfomiacje te sg
powodowane sprezystym oddziatywaniem materiatdbw wywotanym dziataniem sity
zewnetrznej, tzw. obcigzenia mechanicznego, lub wiasnymi sitami przyciggajacy-

Problem ten byt réwniez przedmiotem badan prowadzonych przez Boussines-
ga [2], ktdry wykazat, ze w czasie beztarciowego wciskania sztywnego wgtebnika,
o wypuklej powierzchni do sprezystej potprzestrzeni drugiego ciata, powierzchnia
kontaktu na og6t nie jest znana. Zagadnienie to mozna rozwigza¢ zaktadajac, ze
w momencie zetkniecia tych ciat skladowa normalna naprezenia wynosi zero, co
byto przez wiele lat powszechnie akceptowane.

W roku 1920 Griffith [3] opracowat podstawy teorii powstawania tzw. kru-
chych przetoméw (pekanie ciata kruchego). Wykazat on, ze sity powierzchniowe
deformujgrozwijanie przetomu powodujac zwiekszanie energii sprezystosci i w ten
spos6b modyfikujg réwnowage energetyczng. W wyniku powstawania kruchego
przetomu nastepuje powiekszenie powierzchni o dS w wyniku wykonania pracy
ydS (S- powierzchnia, y - swobodna energia miedzyfazowa).

W latach trzydziestych Bradley [4,5], wykorzystujac wyktadnicza funkcje opisu-
jaca zmiane oddziatywan pomiedzy czasteczkami (lub atomami) z odlegtoscig wy-
prowadzit réwnanie wigzace site oddziatywan (P) pomiedzy dwoma kontaktujacy-
mi sie kulami o promieniach i R2z pracg adhezji, WA, a posrednio z swobodng
energig miedzyfazowg poniewaz WK= yt + y2- yn (indeksy 1 i 2 odnoszg sie do

granicy faz ciato state-gaz, a 12 do granicy faz ciato state-ciato state). Rdwnanie to
ma postac:
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P =4nWA 0)

W dotychczasowych rozwazaniach [1-5] zjawiska adhezji pomiedzy dwoma
ciatami statymi nie brano pod uwage faktu, ze w czasie utworzenia trwatego kon-
taktu ulegajgone wiekszym lub mniejszym odksztatceniom sprezystym. Pierwszym,
ktory uwzglednit odksztatcenia tego typu byt Derjaguin [6], Na podstawie geome-
trycznej i termodynamicznej analizy utworzonego kontaktu pomiedzy kula i ptaska
powierzchnig wyprowadzit nastepujgce réwnanie:

2n
P=- " T<P(n) 2)
"JEE

gdzie -(p(h) jest to energia oddziatywan pomiedzy dwoma rownolegtymi ptaszczy-
znami w funkcji odlegtosci (h) i se’ jest funkcjag gtownych promieni krzywizny
kontaktujacych sie ciat w punkcie ich najwiekszego zblizania. W przypadku kon-
taktu dwu kul bedgcych w stanie rownowagi réwnanie (2) przyjmuje posta¢ rowna-
nia (1) wyprowadzonego przez Bradleya [4, 5], Derjaguin [6] wyprowadzit rowniez
réwnanie wigzace promien ptaszczyzny kontaktu (a) pomiedzy sztywnga kulg a pta-
skg sprezystg powierzchnig ciata statego, ktore przy zatozeniu, ze oddziatujg one
zgodnie z teorig Hertza, ma postac:

gdzie P jest to sita obcigzenia mechanicznego, £ jest to modut Younga, yjest to
liczba Poissona i R jest to promier kuli. W przypadku, kiedy oddziatywania mie-
dzymolekulame wynikajg wytacznie z oddziatywar van der Waalsa [7], wdwczas
sita oddziatywania miedzyfazowego (P), zgodnie z badaniami Kruppa [8], wynosi:

4)

gdzie rjtn jestto stata Lifshitza-van der Waalsa i zojest to najmniejsza odlegtos¢
najaka moga zblizy¢ sie dwa krystaliczne ciata (wg. Derjaguinazo=4 A), a
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Dalsze badania nad mechanika kruchych peknie¢ i trybologig doprowadzity
Irwina [7, 8] do stwierdzenia, ze kiedy powierzchnia w wyniku kruchego przetomu
zmienia sie o dS, to zgodnie z kryterium Griffitha [3], po osiggnieciu stanu réwno-
wagi, predkos¢ uwalniania energii sprezystej (G) jest rowna energii kohezji
(G = ffKd). Pekanie materiatu kruchego wg Irvina [9, 10] zachodzi w trzech eta-
pach: w pierwszym nastepuje rozluznienie wigzan, w drugim przesuwanie sie wzgle-
dem siebie stykajgcych sie warstw i w trzecim dochodzi do rozdzielenia kontaktuja-
cych sie powierzchni.

Doktadng analize tego problemu przeprowadzit Johnson [11] przyjmujac, ze
wielkos$¢ ptaszczyzny kontaktu pomiedzy dwoma kulami, utworzonej w wyniku
dziatania obcigzenia mechanicznego (Po okre$la teoria Hertza. Zmn.cjszcnie lub
zanik dziatania tej sity powoduje natychmiastowy wzrost naprezen rozciggajacych
po obwodzie ptaszczyzny kontaktu a w granicznym przypadku prowadzi do prze-
rwania kontaktu [9-12]. Stad wynika wniosek, ze promien ptaszczyzny kontaktu
nie moze by¢ wiekszy od promienia okre$lonego na podstawie teorii Hertza [1],

Krupp [8] postulowat, ze naprezenia wynikajace z sit powierzchniowych mogg
by¢ wyzsze niz graniczna sprezystos¢ jednego z materiatow. Na tej podstawie pro-
bowat uogdini¢ model Derjaguina [6] wigczajac do swoich rozwazan przeptyw pla-
styczny. Zatozyt on [8], zc ptaszczyzne kontaktu mozna podzieli¢ na dwa rozne
obszary:

1) strefe wewnetrzngo promieniu a, na ktorgdziataja wyzsze naprezenia powo-

dujace odksztatcenia plastyczne oraz

2) zewnetrzny pierscien, na ktory dziatajg nizsze naprezenia powodujgce od-

ksztatcenia sprezyste, co prowadzi do zwiekszenia ptaszczyzny kontaktu
od adoc.

Przeprowadzone przez Kruppa [8] badania wykazaly, ze promienie ptaszczy-
zny kontaktu a i ¢ zalezg od twardosci materiatu, ktorajest funkcja czasu dziatania
danego obcigzenia mechanicznego.

2. TEORIA HERTZA

Hertz [1] analizujac utworzenie kontaktu pomiedzy dwoma sprezystymi ciata-
mi pod dziataniem okreslonego obcigzenia mechanicznego (P9 (Rys. 1) zatozyt elip-
tyczny rozktad naprezen w piaszczyznie kontaktu, ktére prowadzg do niewielkich
sprezystych odksztatcen. Dla dwu kul o promieniach i?, i ~ poddanych dziataniu

okreslonego obcigzenia mechanicznego Po promien utworzonej ptaszczyzny kon-
taktu, a, wynosi:

3 3 1?.
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gdzie kl i k2sg to wspdtczynniki sprezystosci badanych kul, ktére mozna obliczyé
z réwnan:

kx = '—;‘t'u)': (6a)
K = _%E\;Z (6b)

W wyniku dziatania obcigzenia mechanicznego gtebokosc¢ sprezystego czy plastycz-
nego odksztatcenia kul (<&5) wynosi (Rys. 1):

S3=~7T2(kx+k2f -~ — 2P@ 7)
16 * 21 RR2 ° Ay

Te teoretyczne rozwigzania Hertza [1] zostaty potwierdzone doswiadczalnie przez
mikroskopowe pomiary promienia ptaszczyzny kontaktu utworzonego pomiedzy
gumowa i szklana kula.

Rysunek 1. Schemat kontaktu dwdch kul. Pa- obcigzenie mechaniczne, S—sprezyste odksztatcenie,
a - promien ptaszczyzny kontaktu, ¢ - promien ptaszczyzny kontaktu ze strefg kohezyjna,
?,, R2- promienie kontaktujacych sie kul

Teoria Hertza byta i jest ciagle przedmiotem badan [3-22], ktore wykazaty
m.in., Ze ptaszczyzna kontaktu utworzona pomiedzy np. szklang kulg i elastomerem
jest wieksza, niz wynikato z tej teorii. Johnson, Kendal i Roberts [12] wykazali, ze
przy niewielkich obcigzeniach mechanicznych ptaszczyzna kontaktu jest wieksza
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od tej wynikajacej z teorii Hertza [1]. Przy zerowym obcigzeniu mechanicznym
promien piaszczyzny kontaktu ma ciggle okreslong statg warto$¢ a w przypadku
czystych i suchych powierzchni stwierdzono znaczng adhezje [3, 12, 14, 15], Dla
duzych obcigzen mechanicznych wyniki doswiadczalne spetniajg teorie Hertza [ 1],

3. TEORIA JOHNSONA, KENDALLAIROBERTSA

Z badan prowadzonych przez Bradleya [4, 5], Derjaguina [6, 14, 15] i innych
[3, 8, 11, 17] wynika, ze swobodna energia powierzchniowa odgrywa istotng role
w utworzeniu trwatego kontaktu pomiedzy dwoma ciatami. Rozwigzanie tego pro-

blemu przedstawione jest w pracy Johnsona i wspétpracownikow [12], ktdre w skré-
cie przedstawiono ponize;j.

3.1. ANALIZA PODSTAWOWA

Johnson, Kendall i Roberts [12] (stad powszechnie uzywany termin ,teoria
JKR”), analizujac utworzenie kontaktu pomiedzy dwoma sprezystymi kulami wy-
kazali, ze przy zerowym obcigzeniu mechanicznym, teoria Hertza zawodzi a przy-
czyng znacznej adhezji pomiedzy tymi kulami sg przyciggajgce oddziatywania mie-
dzyczasteczkowe. W stanie rownowagi przyrost energii sprezystosci jest rowny stra-
tom swobodnej energii powierzchniowej, Us. Wielkos¢ tych strat okresla zaleznosc:

Us =-na2WA (8)

a sita (Fs) wynikajaca ze zmian energii wynosi:

gdzie: x jest to gtebokos¢ sprezystego odksztatcenia ciata, rowna w przyblizeniu
wartosci ¢okre$lonej rdwnaniem (7) (Rys. 1) z teorii Hertza [1].
Dokfadna warto$¢ x nie moze by¢ wyznaczona z tego rownania, poniewaz przy-

ciggajace sity powierzchniowe zakidcajg rozktad naprezen w ciatach. W przyblize-
niu mozna napisac, ze:

(10)
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| stad:

TRR2Wa
C— ——— (11)
(17,+12,)

Ta dodatkowa sita zwieksza zewnetrzng site, wynikajgca z obcigzenia mecha-
nicznego, prowadzac do zmiany geometrii uktadu i energii kontaktujgcych sie po-
wierzchni i w konsekwencji ta sita powierzchniowa bedzie zmienia¢ znacznie wiel-
kos¢ ptaszczyzny kontaktu, ajej wielko$¢ wynosi:

g, TRR2UA w
(Rl + R2)

Nieoczekiwanie, jak to wida¢ z rownania (11), sita adhezji (F ) pomiedzy dwo-
ma wypuktymi powierzchniami nie zalezy od modutéw Younga kontaktowanych
materiatow. Modut Younga wptywa na promien ptaszczyzny kontaktu, jednakze jak
wida¢ z rownania (8) i (10) zaréwno energia powierzchniowajak i energia sprezy-
stosci zmienia sie z a2, tym samym sita adhezji nie zalezy od a i stagd od modutu
Younga.

3.2. ANALIZA SZCZEGOLOWA

Doktadne okre$lenie warunkow rownowagi pomiedzy zetknietymi, sprezysty-
mi kulami wyznaczono obliczajagc catkowitg energie uktadu (UT) w zaleznosci od
promienia ptaszczyzny kontaktu [12]. W stanie rownowagi mozemy zapisac:

W przypadku, gdy zaniedbuje sie site wynikajaca ze zmian energii powierzch-
niowej, rownanie (13) przyjmuje posta¢ réwnan (5) i (7). Uwzglednienie dziatania
sit powierzchniowych powoduje zwigkszenie promienia ptaszczyzny kontaktu od a
do c [8] a obcigzenie mechaniczne zgodnie z teorig Hertza [1] oznaczone jako Po,
wynosi Pxpowodujgc utworzenie ptaszczyzny kontaktu o promieniu c, ktéry moz-
na zdefiniowac rownaniem:

(14)
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gdzie:

O — (15)
37c{k{ + k2)

a 1 sgwspotczynnikami sprezystosci danymi rownaniami (6a) i (6b).

Catkowita energia uktadu (UT) jest suma trzech sktadowych: zakumulowanej
energii sprezystosci (t/B), energii potencjalnej wynikajacej z obcigzenia mechanicz-
nego (UM i energii powierzchniowej (Us). W utworzeniu ptaszczyzny kontaktu
o promieniu ¢ odgrywajgrole zaréwno jednostkowe naprezenia $ciskajace, jak ina-
prezenia rozciggajace. Wowczas zakumulowang energie sprezystosci opisuje row-
nanie:

t/B = -T -r(/5fl3+ 3 >2i>"3) <16>
K 3R 2

Mechaniczna potencjalna energia wynikajgca z zastosowanego obcigzenia wy-
nosi:

VM=-/>«=-"]; ¢P ,"+2PaP?) (17)
a:3;?3

Powierzchniowa swobodna energia okreslona jest rownaniem:

Us = -WAmMmTf = - tiWa (18)
\ Koy

Stan rdwnowagi opisuje réwnanie (13), ktore dla a = ¢, jest rownoznaczne z

du.
=0 (19)
dPI

Rozwigzanie rdwnania (19), po uwzglednieniu rownan (17, 18, 19) dla stanu
stabilnej réwnowagi, daje warto$¢ obcigzenia mechanicznego, ktore jest réwne:

PA=P0 + 37tRWA + "6 7TRRIOWA + (37iRWAf (20
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Z rownania tego widac, ze catkowite obcigzenie mechaniczne P, dziatajgce po-
miedzy dwoma sprezystymi ciatami, ktorych praca adhezji wynosi WAjest wieksza
od obcigzenia mechanicznego oznaczanego przez Hertzajako P .

Promien ptaszczyzny kontaktu opisuje rownanie:

c3=|- k +3rttWA+ j6nRPO+ (37tRWAf (21)

Dla przypadku, kiedy WA = 0 réwnanie (21) redukuje sie do rownania (5),
a przy zerowym obcigzeniu promien ptaszczyzny kontaktu jest okreslony réwna-
niem:

1 r> (6WATtf?
a =P i A— - ) (22)
K
gdzie P jest to sita wynikajgca z oddziatywan miedzymolekulamych.
W przypadku odrywania kuli od podtoza promieri ptaszczyzny kontaktu zmniej-
sza sie i dla takiego uktadu z réwnania (21) otrzymamy:

P> ~W akR (23)
a oderwanie kuli od podtoza zachodzi, kiedy:
P = —2Wa7LR (24)

Z réwnania (24) widac, ze sita potrzebna do oderwania kuli od podtoza nie zalezy
od modutu Younga. Mozna to uzasadni¢ analizujgc tzw. sprezyste odbicie, kiedy to
energia zuzyta na sprezyste odksztatcenie materiatu w czasie zderzenia kuli z pta-
skg sztywng powierzchnigjest uwalniana po usunieciu kuli z powierzchni [9, 10].
Rozumowanie to nie zawsze jest poprawne a przyczyny tego sg zwigzane z trudno-
Sciami doktadnego okreslenia rownowagi termodynamicznej ukfadu.
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4. TEORIA DERJAGUINA, MULLERA | TOPOROWA

4.1. OKRESLENIE KSZTALTU ZDEFORMOWANEJ CZESCI POWIERZCHNI
SPREZYSTEJ KULI

Derjaguin [6], jak wcze$niej wspomniano, zatozyt, ze w czasie kontaktu po-
miedzy dwoma kulami lub kulg i ptaskg powierzchnig dochodzi do sprezystego
odksztatcenia powierzchni kontaktujgcych sie materiatdbw. Analiza geometryczna
dla przypadku kontaktu dwu sprezystych kul jest dos¢ ztozona [14, 15]. Z tego tez
powodu taka analiza zostata ograniczona do kontaktu sprezystej kuli z ptaskg po-
wierzchnig drugiego ciata o doskonatej twardosci. Moduty sprezystosci rozwaza-
nych sktadnikow uktadu muszg spetnia¢ warunek:

\'
k— «1  [14,15,23-25],

pow.plaskky

Ponadto modut sprezystosci kuli nie powinien by¢ zbyt maty, aby przyciggaja-
ce sity miedzymolekutame nie zmieniaty wyraznie powierzchni kontaktu. Derjagu-
iniwsp. [14, 15, 23-25] zatozyli, ze zgodnie z teorig Hertza [1] rozktad ci$nienia
normalnego, Py do catej powierzchni kontaktu (o kolistym ksztatcie) spowodo-
wany zewnetrznym obcigzeniem mechanicznym opisuje rownanie:

p2vVv (25)

« i

gdzie p jest to odlegtos¢ od Srodka ptaszczyzny kontaktu do rozwazanego punktu.
Normalnie skoncentrowane obcigzenie mechaniczne, Pz'dw, powoduje defor-
macje powierzchni kuli, ktérej normalny element jest réwny:

o l.a 1-v2P™Mw
dw(R)= — -~-z- (26)
JtE R

gdzie R’ -r 2- 2rpcos(p + p2+z1(Rys. 2), r i z sg to wspoOtrzedne rozpatrywanego
punktu i (pjest to kat pomiedzy wspotrzednymi r i p (Rys. 2).
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u; ]
P ()

Rysunek 2. Schemat kontaktu sprezystej kuli o promieniu R ze sztywna ptaska powierzchnia,.
a - promien ptaszczyzny kontaktu, ¢ - promien ptaszczyzny kontaktu ze strefg kohezyjna,
d - strefa kohezyjna, S - gtebokos¢ sprezystego odksztatcenia, r iz (rip) - wspétrzedne punktu
i - kat pomiedzy wspétrzednymi

Wstawiajgc do réwnania (26) Pz z réwnania (25), a nastepnie catkujac otrzy-
mane réwnanie po catej powierzchni kontaktu, mozna wyznaczy¢ catkowitg rze-
czywistg deformacje powierzchni kuli (w). Dla dowolnego punktu na powierzchni
kuli o wspétrzednych r i z, normalny sktadnik deformacji opisuje réwnanie:

<r )= ] dp d (@7)
nL o o r
Rozwigzanie réwnania (25) przy znacznej deformacji kuli prowadzi do:
wRH)* 11~ P{) }i—---—"— p-dp-de>=-1-- P> (28)
2 TE a 4 7IE

Dla przypadku, kiedy z = 0, deformacje powierzchni kuli opisuje réwnanie:

W'\ﬂ = %.1.-.'..".-:2.-59 2a{r2- a2)z + (r2- a2)arccos’l - 2 (29)

8 kE al
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Rownanie (29) opisuje deformacje w kierunku osi z poza ptaszczyzna kontak-
tu, tj. dla r >z. Dla punktoéw lezacych na powierzchni kuli, dla ktérych r = a
znieksztatcenie jej powierzchni opisuje zaleznosc¢:

Wr=) = " (a)=214 P (30)

Natomiast dla przypadku, kiedy wspotrzedne punktu r =z = 0 (poczatek ukta-

du wspétrzednych), deformacje powierzchni opisuje réwnanie (27), ktérego roz-
wigzanie prowadzi do:

l-v23n PO 31-v2P0O _ /\
W(t—o):—lzCE—Z a a E a = 2vv(a) <31>

Dla dowolnego punktu znajdujgcego sie na znieksztatconej powierzchni moze-
my napisac, ze:

Z= 270+ w-<5 (32)

a w rozwazanym przypadku:

(33)

Okazato sig, ze dla punktu znajdujacego sie na poczatku uktadu wsp6trzed-
nych: z = zQ= 0 i w(0) = 8, wielko$¢ gtebokosci sprezystego odksztatcenia wynosi:

c 3 1-v2 PO
8=F -k~ a (34>

a dla punktéw na obwodzie ptaszczyzny kontaktu: r =a,z =0 i

— 02
2 ~2R

Biorgc pod uwage rownanie (31) mozna napisa¢, zc w(a) = 5/2. W takim przy-
padku z rownania (32) otrzymamy:
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Uwzgledniajac, ze:

3 1-v
4 wE a TR (36)
z réwnania (31) wynika:
2a
w(r)- - 2a(r2-« 2)2 +(2«2-r 2)-arccos 1- (37)
2JR
\'
Wstawiajgc do réwnania (32) réwnania (33), (35) i (37) otrzymamy:
a(r2- a2)z+ (2a2- r2)earctan (38)

a

Roéwnanie (38) w potaczeniu z rownaniami (34) i (35) opisuje ksztatt zdefor-
mowanej powierzchni kuli w zaleznosci od wielkosci 5 (albo od wartosci sity spre-
zystosci), natomiast samo réwnanie (38) okresla odlegtos¢ pomiedzy przeciwlegly-
mi punktami znajdujgcymi sie na kuli i na ptaskiej powierzchni. Zwykle nie docho-
dzi do bezposredniego atomowego kontaktu pomiedzy kulg i ptaska powierzchnig
a najmniejsza odlegto$¢, najaka mogaobie powierzchnie zblizy¢ sie do siebie, we-
dtug Deijaguina i wspot. [14, 15] wynosi ok.4 A. W takim przypadku do réwnania
(38) nalezy wprowadzi¢ odpowiednig poprawke.

4.2. WPLYW SPREZYSTYCH DEFORMACJI NA ADHEZJE

Wedtug Derjaguina i wsp. [14, 15], utworzenie kontaktu pomiedzy sprezysta
kulg a ptaska sztywng powierzchnig zachodzace pod wptywem obcigzenia mecha-
nicznego Po, powoduje deformacije powierzchni kuli, co przejawia sie zmiang odle-
gtosci srodka kuli od ptaskiej powierzchni (8). Energia uktadu skfada sie z objetos-
ciowej energii sprezystych deformacji UEoraz energii powierzchniowej Us, zalez-
nej od oddziatywan miedzymolekulamych [14, 15, 23].

Zmiana energii sprezystosci jest rowna:

5
UE =\pz{8)ds (39)

0

gdzie Pzjest to sita sprezystosci, azmiany energii powierzchniowej opisuje réwna-
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Us = \](p(h)IYIrdr (40)

Z termodynamicznej analizy badanego uktadu i na podstawie réwnan (39), (40)
oraz wykorzystujac zaleznosci wyprowadzone z analizy geometrycznej uktadu (row-
nania 34-38) Derjaguin i wsp. [14, 15] wyprowadzili réwnania:

i
4i?2£

(41a)

Pls.ui = P = 2xR<p(z,,) (410b)

ktore okreslajg wielkos¢ sity sprezystego odpychania (rownanie 41a) oraz site wy-
nikajacg z oddziatywan miedzymolekulamych (réwnanie 41b), konieczng do utwo-
rzenia punktowego kontaktu (8 = 0) kuli z ptaskg powierzchnia.

Dla 5» z0sita

natomiast dla rownowagowej wartosci 5 sita P wynikajaca z oddziatywan miedzy-
molekulamych:

i jak widac jest réwna sile sprezystosci P, wynikajacej z obcigzenia mechaniczne-
go. Réwnowagowa warto$¢ gtebokosci sprezystego odksztatcenia kuli ¢jest osig-
gnieta, gdy Pc= P; wynika z tego, ze:

93_9 TIIAY?(1-v2)2

42
4 E2 (42)

Wykorzystujgc zalezno$¢ 5 od a [x] mozemy wyznaczy¢ promien ptaszczyzny
kontaktu (a) pomiedzy dwoma kulami o jednakowych R z réwnania:

a3 SIR2(\-v2Qwa

(43)

Z przeprowadzonej w pracach [24, 25] analizy wynika, ze sity przyciggania
wynikajace z oddziatywan miedzymolekulamych powodujg utworzenie kontaktu
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o okreslonej powierzchni, a sita konieczna do przerwania tego kontaktu jest rowna
sile przyciggania, obliczonej dla punktowego kontaktu, gdzie nie obserwuje sie de-
formacji powierzchni (réw. 41b).

5. ZAKRESY STOSOWALNOSCI TEORII JKR | DMT

Oba teoretyczne rozwigzania, JKR [12] i DMT [14-16] byly i sg wykorzysty-
wane w badaniach probleméw, w ktérych dochodzi do sprezystych deformacji
w czasie atomowego kontaktu skondensowanych faz. W jednych przypadkach wy-
niki doSwiadczalne potwierdzajg teorie JKR [20, 22, 26-32] a w innych przypad-
kach teorie DMT [14, 15, 23-26, 31-34],

Poczatkowo uwazano obie teorie jako konkurencyjne, co doprowadzito do go-
racej naukowej dyskusji pomiedzy zwolennikami poszczeg6lnych teorii [35-40],
Dyskusja ta zostata zapoczatkowana artykutem Tabora [35], W pracy tej wykazano,
wielkos¢ adhezji pomiedzy sprezystg kulg a sztywna powierzchnig zalezy nie tylko
od swobodnej energii powierzchniowej, ale réwniez od chropowatosci powierzch-
ni. Wykazano ponadto [35], ze oba teoretyczne modele [12, 14-16] milczaco zakta-
daja, ze dielektryczne wiasciwosci powierzchni kontaktujgcych sie materiatow sg
state i rowne wiasciwosciom objetosciowym. W przypadku atomowego kontaktu
(atom-atom) oddziatywania przyciggajace lub odpychajgce, a wynikajace z rozdro-
bienia, moga by¢ znaczne. Przy matych odlegtosciach sity krétkiego zasiegu, wyni-
kajace z podwdjnych warstw elektrycznych, naktadajg sie na rozpatrywane oddzia-
tywania miedzymolekulame powodujac odpowiednie zmiany stanu réwnowagi;
np. w przypadku metali udziat sit van der Waalsa w swobodnej energii powierzch-
niowej stanowi tylko 0,1 oddziatywan wynikajgcych z wigzania metalicznego [35].

Na podstawie przeprowadzonej matematycznej i termodynamicznej analizy
powstawania powierzchniowych deformacji w czasie kontaktu skondensowanych
faz oraz wynikoéw doswiadczalnych, Tabor [35] wykazat, ze obie teorie opisujg dwa
krancowe przypadki zjawiska adhezji. Problemy zwigzane z teoretycznym opisem
adhezji pomiedzy sprezystymi ciatami mozna tylko rozwigza¢ wigzac sity wynika-
jace z oddziatywan miedzymolekulamych z podstawami mechaniki powstawania
adhezyjnego kontaktu.

Problem ten zostat rozwigzany przez Mullera i wspétpracownikow [24, 33] dla
zjawiska adhezji pomiedzy sprezystg kulg i ptaska powierzchnig ciata doskonale
sztywnego. Autorzy tych prac [24, 33] wykazali, ze sprzecznosci pomiedzy teoria-
mi JKR i DMT wynikajg z r6znych zatozehn odnosnie umiejscowienia dziatania sit
miedzyfazowych odpowiedzialnych za utworzenie kontaktu. Johnson i wspotpra-
cownicy [12] zatozyli, ze sity determinujace adhezje i wielkos¢ sprezystych od-
ksztatcen dziatajg tylko w ptaszczyznie kontaktu, natomiast wg Derjaguina [14, 15]
sity te dziatajg rowniez na zewnatrz perymetru ptaszczyzny kontaktu. Z obu teore-
tycznych modeli wynika, ze sity zlepienia sprezystej kuli z ptaska powierzchnig nie
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zaleza od wspoétczynnika sprezystosci kuli (modutu Younga) a rGwnania opisujace
te zaleznos¢, (24) i (41b), roznig sie tylko wspotczynnikami.

Szczegbtowa interpretacja tych sprzecznosci przedstawiona jest w pracach
[24, 33] w ktdrych przyjeto, ze oddziatywania pomiedzy atomami sprezystej kuli
i sztywnej, ptaskiej powierzchni determinuje potencjat Lennarda-Jonsona. Przy tym
zatozeniu rozwigzano numerycznie podstawowe rownanie teorii sprezystosci (row-
nanie 2 w pracy [24]). W ten sposéb okreslone zostaty nastepujace parametry: roz-
ktad naprezen w plaszczyznie kontaktu i po obwodzie ptaszczyzny kontaktu, profil
kuli w poblizu kontaktu, sity oddziatywan kuli z ptaska powierzchnig w zaleznosci
od odlegtosci przed i po utworzeniu kontaktu. Na tej podstawie wyprowadzono
[24] zaleznos¢ sity odrywu w funkcji bezwymiarowego parametru //, okreslonego
réwnaniem:

13

8 A-ML- (a4)

Z przeprowadzonej w pracach [24, 33] analizy, oraz na podstawie intensyw-
nych badan [25,31,34,41-45] tego problemu udowodniono, zc teoria DMT stosuje
sie do przypadkéw, kiedy bezwymiarowy wspotczynnik // < 1, tj. dla kul o matych
Srednicach, duzych wspétczynnikach sprezystosci i niskiej energii powierzchnio-
wej. Dla przypadkéw, kiedy bezwymiarowy wspotczynnik jj > 1, dla kul o wiek-
szych $rednicach, matych wspétczynnikach sprezystosci i wysokiej energii po-
wierzchniowej, stosuje sie teoria JKR, natomiast dla// » 1warto$¢ wspotczynnika
w réwnaniu (41b) wynosi 34. Z przedstawionych wyzej faktow wynika, zc obie
teorie opisujg rzeczywiste uklady, ale dla réznych zakresow.

6. TEORIA MAUGISA-DUGDALE’A

Muller [24, 33], wprowadzajac bezwymiarowy wspotczynnik // wykazat, ze
konkurujace ze soba dwie teorie, JKR [12] i DMT [14, 15] opisuja kraricowe przy-
padki kontaktu sprezystej kuli ze sztywna, ptaska powierzchnig. Bardziej uzasad-
niony matematycznie i termodynamicznie opis stanu pos$redniego przedstawit Mau-
gis [41] analizujagc utworzenie kontaktu jako pekanie materiatu zmniejszajacego
(Sciskanie) lub zwigkszajagcego (odrywanie) powierzchnie kontaktu, zachodzace
zgodnie zjego liniowym mechanizmem [46].)

6.1. Uwagi o zatozeniach teorii JKR i DMT
Maugis [41], wykorzystujgc rozwigzania Sneddona [46] dotyczace bcztarcio-

wego odksztatcenia sprezystej potprzestrzeni przez sztywny wgtebnik o profilu okre-
Slonym przez
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f
{ald

wykazal, ze szybkos$¢ uwalniania energii sprezystosci dla uktadéw spetniajgcych
teorie JKR wynosi:

C = (45)
6m 3K

Zgodnie z zatozeniem Johnsona i wspdt. [12] energia adhezji na zewnatrz kra-
wedzi pekaniajest rowna zero a zewnetrzne sity Sciskajgce deformujg krawedz pe-
kania pod wptywem jednostkowych naprezen, ktorych wspotczynnik intensywno-
§ci wynosi:

ia*K - P~
. R
Jsr,=v (46)
2a j7m

Na podstawie rownania (45), (46) oraz analizy matematycznej beztarciowych
deformacji sprezystej potprzestrzeni przez wgtebnik, Maugis [41] wyprowadzit réw-
nania opisujace rozktad naprezen w ptaszczyznie kontaktu, wielko$¢ zagtebienia
szczytowego wgtebnika oraz deformacje powierzchni zagtebionej ptaszczyzny. Poz-
wolito to na analityczne wyprowadzenie réwnania (21) i wykazanie, ze teoria JKR
[12] rzeczywiscie zawiera podstawy teorii sprezystosci, natomiast nie udato sie udo-
wodni¢ zatozenia o zerowych naprezeniach na krawedzi kontaktu.

Teoria DMT [14, 15], w przeciwienstwie do JKR [12], uwzglednia oddziaty-
wania poza krawedzig kontaktu lub przetomu, natomiast ksztatt kontaktu opisuje
teoria Hertza [1], tzn. sity adhezji nie deformujg sprezystej potprzestrzeni, co jest
sprzeczne z podstawowymi zatozeniami teorii [6, 14, 15], Jednym z pozytywnych
elementéw teorii DMT jest wykazanie, ze sita odrywu dla zerowego promienia ptasz-
czyzny kontaktu wynosi 2t2WaR a dla zerowego obcigzenia mechanicznego pro-
mien ptaszczyzny kontaktu jest réwny:

, 2 TtWAR
ao = ————IZ T~ (47)

Przyciagajace sity poza ptaszczyzng kontaktu [14, 15] wprowadzaja dodatko-
we obcigzenie, ktére maleje od 2%WfR do &WaR w miare zblizenia sie obiektow,
natomiast Pashley [47] wykazat, ze to ,,wyimaginowane” obcigzenie nieznacznie
rosnie poczawszy od wartosci 2k WaR. Nalezy podkresli¢, ze jezeli to ,,wyimagino-
wane” obcigzenie pozostaje state i rowne 2ii W R to wdwczas:
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(48a)

a szybkos¢ uwalniania energii sprezystej wynosi:

Roéwnania (48a) i (48b) dajg poprawng site odrywu dla zerowej ptaszczyzny
kontaktu oraz wielko$¢ promienia ptaszczyzny kontaktu dla zerowego obcigzenia.

6.2. WYKORZYSTANIE MODELU DUGDALE’A

6.2.1. Przetomy i sprezyste odksztatcenia przy statym obcigzeniu

Maugis [41], opierajac sie na pracy Lowengruba i Sncddona [48]], przeprowa-
dzit analize przetomdw o zewnetrznej symetrii osiowej w nieskoriczonej objetosci
ciata statego przy r6wnowagowymi nierbwnowagowym obcigzeniu, i na lej podsta-
wiewyprowadzitszeregréwnarn opisujgcych miedzy innymi rozktad naprezen w ptasz-
czyznie kontaktu (0), gtebokos¢ sprezystego odksztatcenia (<5 dla okre$lonego
wgtebnika oraz catkowitg deformacje powierzchni wgtebionej ptaszczyzny (/).

Wedtug Barenblatta [49] naprezenia na szczycie krawedzi przetomu osiagaja
teoretyczng warto$¢ wytrzymatosci materiatu, ktéra w tzw. kohezyjnej strefie d
(d=c-a) (Rys. 2) zmniejsza sie do zera. Wéwczas wspdtczynnik intensywnosci
naprezen (AT,) wynikajacy z obcigzenia zewnetrznego jest zredukowany do zera przez
wspoétczynnik intensywnos$ci naprezen (KJ, wynikajacy z dodatkowego obcigze-
nia wewnetrznego pochodzacego z oddziatywan miedzyczasteczkowych. W rezul-
tacie znoszenia sie tych wspotczynnikéw (Kt = -ATn) jednostkowe naprezenia zani-
kaja a przemieszczajacy sie przetom ma ostrg krawedz. Wg mechanizmu liniowych
sprezystych przetomow przyblizone rozwigzanie mozna stosowaé, kiedy kohezyj-
na strefa (d) jest mata w poréwnaniu z charakterystyczng dtugoscig przetomu. Tak
wyrazony problem nie ma rozwigzania, poniewaz rozktad naprezen (0) w strefie
przetomu zalezy od ksztattu przetomu ktéry z kolei zalezy od rozktadu napre-
zen (cr). Problem ten omija sie przyjmujac model Dugdalc’a [50], ktéry zaktada
statos¢ naprezen (09 ponad strefg kohezyjna (d) (Rys.2) (wg Dugdalc’a <7 jest gra-
nicgplastycznosci materiatu). Zaktadajac, ze naprezenie wewnetrzne przetomu réwna
sie F0to odlegtosc w ktdrej zanika stato$¢ naprezer jest okre$lana poprzez redukcje
wspdtczynnikdw intensywnosci, a mianowicie:
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Rdwnanie to przedstawia C—w funkcji wiasciwosci materiatu (cQ i wspétczyn-
nika intensywnosci naprezen wynikajacego z zewnetrznego obcigzenia mechanicz-
nego Kt [AT, jest funkcjga i Porow. (46)].

Rozk#tad naprezen po obwodzie ptaszczyzny kontaktu redukuje sie wiec do:

</| NELS Ilaz-r§+$zotg_|1 IC~

- (50)
27TR n \'a —r
c
Dla - ~ | z zaleznosci (49) wynika [41], ze:
AT, yfm
a2 (51)
2<J0
i wowczas rozktad naprezen wynosi:
. E ™\ 3K 10 0 e ci
< (r,0)= - - a'-r + - ¢ -T- (52)
2%R na ia -r
ktore przedstawia rozktad naprezen (<7) wynikajacy z teorii JKR [12],
Natomiast dla ia-—» z rownania (49) wynika, ze
K{ c2
el U > 005
<jn fjta 2a?2
a rozktad naprezen jest rowny:
3K 2<t0
<ty(r,0)s- +- u la2—r2+(T0 (53)
2itR nc

Kiedy <0—>0 to réwnanie (53) jest granicznym rozktadem naprezen wynikajg-
cym z teorii Hertza [1] ijest przyjetym przez Derjaguina i wspot, zatozeniem ich
teorii [14, 15].

Przerwa wypetniona powietrzem, powstata w wyniku przetomu, jest wg teorii
JKR [12] zmniejszona przez oddziatywania miedzyczasteczkowe. Zamieniajac cis-
nienie p na —ejp wykorzystujgc odpowiednie zaleznosci [41] oraz przyjmujac, ze
Kt+Km=0, otrzymamy réwnanie:
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- j,a
IR R | P (54)
U= nR r kR
} 1 s A QA
40-v2) o 40 i c2—a2 \r¥—a’ —acos™ ?
na Sicl-11
ktore opisuje profil przetomu badanego materiatu (t = \Ix).
Kiedy ¢ -> «réwnanie (54) redukuje sie do :
r -2a ma a r2 \
R CoOs——+ — yjr -a (55)
y %R r nR

Rownanie (55) opisuje profil przetomu wynikajacy z teorii Hertza. Gdy ¢ —»a
to réwnanie (54) w granicznym przypadku opisuje profil przetomu wynikajacy
z teorii JKR [12]. Gtebokos$¢ sprezystego odksztatcenia, bedgca suma odksztatcenia
wynikajgcego z teorii JKR i oddziatywan miedzymolekularnych, wynosi:

a 2P 1-vy (® g
<5=— + -crOa—cosI Iflﬁ
c 'fa

(56)
3R 3aK \ az2

-
/
Wstawiajgc rownanie (56) do réwnania (49) widzimy, ¢c warunek znoszenia

siejednostkowych naprezen redukuje sie do warunku, kiedy gtebokos¢ spre/.ystcgo
odksztatcenia rowna sie:

it —a’ (57)

Na tym etapie stosunek —okreslony jest funkcjami P i a albo 8 i a, jednakze
rownowagowych zaleznosci 8f[a), af[P) i PJ[8) nie mozna wykresli¢, poniewaz nic
ma réwnan wigzacych c z a, a wielkos$¢ a nie jest znana.

6.2.2. Szybko$¢ uwalniania energii sprezystej
Problem ten mozna rozwigzac przyjmujac zatozenie Griffitha [3], zc w stanie
rownowagi G = WK Szybkos$¢ uwalniania energii sprezystej wg Dugdale’a [50]

WYynosi:

G =a08t (58)
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gdzie: §jest to odksztatcenie postepujgcego przetomu (koniec kohezyjnej stre-
fy, gdy r = ¢). Oznaczajac r =cim = —oraz biorgc pod uwage rownania (49) i (46)
wowczas otrzymamy:

P -F’c 1 _2tg™M"\_m2.1

o + (59)
2%R m2—1+m2g~I m2—1/

+4(1—V2)»2 m2—Iltg 1 m2—1—m+1

A (m2—1+m2fg I 'm2—-)"

Wyrazajac szybkos$¢ uwalniania energii sprezystej dlam = 1+ £ gdy£ —» 1,

' 5eN
fg 1Im2—1=-V2er 1. _
12

réwnanie (59) przyjmuje postac:

I-v2, /1 13£\ P,-Pnd4e

K 60
2 Ex t 2izZR 3 (60)

Rownanie (60) przedstawia przyblizone rozwigzanie wynikajace z liniowej
mechaniki sprezystych przetomdéw. Dla przypadku, kiedy £ —» 0, otrzymamy szyb-
ko$¢ uwalniania energii sprezystosci (G) wynikajaca z teorii JKR [12],

Dla duzych wartosci m réwnanie (59) redukuje sie do:

PP, V a@-vi)g,2a:-4
2UR m £ 1 7T2m3

G (61)

Gdy szybkos$¢ uwalniania energii okresla rownanie (48b), ktére wynika wéw-
czas z teorii DMT [14, 15].

W stanic rGwnowagi szybkos¢ uwalniania energii jest rowna adhezji (G = WA).
Maugis [41] wprowadzit bezwymiarowe parametry (A, P, A i A), okre$lone rowna-
niami:
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(63)
wWVaR
A= (64)
K2W ?R~*
K2
20"&
A= (65)

Biorgc pod uwage te bezwymiarowe parametry, poszczegOllne teorie opisujg
réwnania:

a) Hertza A —P (65a) A=A~ (65Db)
b) DMT Ai=P+2 (65c) A=A2 (65d)
¢)JKR A =P+a4’a  (65€) A=A2--46A (651)

Dla G = Wk i na podstawie rownan (48) i (59) mozemy napisac:

A2 Am 2-1 +{m2-1) tg "m2-1 + (66)

Al2Aj|
+ Nm2- itg~l-Jm2- 1- ot + "= 1

p =a3- aa2 1+ m2tg~ (67)

aroéwnanie (57) mozna zapisa¢ w postaci:
A=A2- ;A X-yjm2 -1 (68)

ktore redukuje sie do réwnania (65f) dla X-» ooi do rownania (65b) dla X —0. Na-
lezy podkresli¢, ze dla Kx+ Km= 0, réwnania (67) lub (68) (dla G = WA) i (66) sa
dwoma niezaleznymi rownaniami, pod warunkiem, ze naprezeniajednostkowe nic
pojawigsie dla G * WK Dla przypadku kiedy a-» 0 im 0, rownania (66), (67)
i (68) odpowiednio redukujgsie.

Wykres$lone przez Maugisa [41] zaleznosci af(P), af(S), Pf(o) na podstawie
rownan (66) i (67) dla roznych X dobrze opisujgzakresy stosowalnosci poszczegol-
nych teorii i wypetniajg luki istniejgce pomiedzy nimi. Bezwymiarowy wspélczyn-
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nik X, wprowadzony przez Maugisa [41], wyznacza granice stosowalnos$ci poszcze-
gélnych teorii. Dla X = 0 (P — -2, A —» 0 ) stosuje sie teoria DMT, dla X —»
{P —0, z1 —» 0) stosuje sie teoria JKR. Oznacza to, ze kiedy Arosnie od zera do
nieskonczonosci otrzymujemy przejscie od teorii DMT do JKR. Bezwymiarowy
parametr Ajest podobny do parametru fj wprowadzonego przez Mullera [23, 38]
ijak wykazat Maugis [41] oba parametry zwigzane sg ze sobg zaleznoscig. X - 0,4ju.
Przeprowadzona przez Maugisa [41] analiza zarbwno geometrycznajak i termody-
namiczna kontaktu: kula-ptaska powierzchnia, oparta zostata na modelu Dugdale’a
[46], stad w literaturze ten sposob opisania zjawiska nazwany zostat teorig Maugi-
sa-Dugdale’a (MD).

7. ZAKRESY STOSOWANIA TEORII

Johnson i Greenwood [43, 51] wykorzystujagc model Maugisa-Dugdale’a
[41,50] opracowali zakresy stosowalnosci poszczeg6lnych teorii adhezji: kula-ptaska
powierzchnia. Zakresy te przedstawione sg na rys. 3, na ptaszczyznie o wspétrzed-
nych

kWaR

Wielkos$¢ P jest to stosunek sit wynikajgcych z obcigzenia mechanicznego do mie-
dzymolekulamych sit odpychajgcych (réwnanie (67)), ktére przy dostatecznie du-
zych sitach przyciskajgcych mozna zaniedbac; wowczas stosuje sie teorie Hertza
[1], ktorej zakres stosowalnosci okresla stosunek

gdzie £jest arbitralnie wybranym utamkiem « 1. Zakres stosowalnosci teorii Hert-
za zostat wykreslony dla E = 0,05. W tej strefie spetnione sg zaleznosci opisane
réwnaniami (5) i (6).

Z analizy przeprowadzonej przez Maugisa [41] wynika, ze teorie JKR stosuje
sie, kiedy sprezyste deformacje powierzchni wywotane sitami adhezji sg duze
w poréwnaniu z ich efektywnym zakresem dziatania hQ(tj., kiedy hQ= 0,97 z0).
Strefe stosowalnosci teorii JKR okresla wielkosc:

(69)
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gdzie odksztatcenie sprezyste 5jest okreslone réwnaniem (56), a arbitralnie wy-
branawielkos¢ 77, » 1. Strefa stosowalnosci teorii JKR (Rys. 3) wykreslona zosta-
ta dla 77 = 20. Dlatej strefy stosuja sie rownania (65e) i (65f).

w . .
0] 10- 0] 1) n

Rysunek 3 Zakresy stosowalnosci poszczegdlnych teorii

Zakres stosowalnosci teorii DMT stanowi cze$¢ zakresu stosowalnos$ci teorii
M-D [41], w ktorej sprezyste deformacje spowodowane sitami powierzchniowymi
sg mate w poréwnaniu z ich zakresem. W tym przypadku spetniona musi by¢ zalez-
nosc¢:

(70)

gdzie arbitralnie wybrany utamek tj« 1.

Granica stosowalnosci teorii DMT (linia przerywana) zostata wykreslona dla
t] = 0,05.
W przypadku materiatow, dla ktorych wielkos¢ sprezystego odksztatcenia, pod
wptywem obcigzenia mechanicznego jest mniejsza od zasiegu dziatania sil po-
wierzchniowych okreslane sgjako materiaty sztywne. Dla takich materiatow, oprocz
zaleznosci (70) spetniony musi by¢ rowniez warunek:

(71)

gdzie A jest okreslone réwnaniem (35), a arbitralnie wybrany utamek e « 1
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Dla tych materiatow zakres stosowalnos$ci okreslono dla £ =0,05, do ktérego
stosuje sie teoria Bradleya [4, 5]. W takim przypadku powierzchnie ciat sg dosta-
tecznie oddalone od siebie, a zaniedbanie sprezystych deformacji redukuje réwna-
nie (67) do:

W czasie kontaktu takich ciat nie obserwuje sie sprezystych odksztatcen i wowczas
5=0.

Z analizy przeprowadzonej przez Johnsona i Greenwooda [43, 51] wynika, ze
teoria M-D [41, 50] stosuje sie w zakresie od 10-3do 102 A Jednakze numeryczne
obliczenia wykazaty [43], ze dla uktadow o0 bezwymiarowym parametrze A> 6 ( lub
ij > 15) bardziej odpowiednia jest teoria JKR.

PODSUMOWANIE

Poniewaz zrozumienie mechanizmu adhezji, ktorajest procesem bardzo ztozo-
nym, jest niezbedne dla usprawnienia wielu procesow chemicznych i technologii,
to koniecznajest znajomosc teorii w petni charakteryzujacej to zjawisko.

Trwajace ponad 100 lat badania napotykaty szereg probleméw i dtugo nie da-
waly satysfakcjonujacych rezultatéw. Przyczynity sie jednak do doktadniejszego
poznania mechanizmu oddziatywan miedzyczasteczkowych, jak réwniez umozli-
wity wyliczenie wielkosSci promienia ptaszczyzny kontaktu miedzy dwiema kon-
taktujgcymi sie kulami.

Stworzono dwa podstawowe teoretyczne modele opisujace sprezyste deforma-
cje w trakcie atomowego kontaktu ciat statych - model JKR i model DMT. Poczat-
kowo uwazano obie te teorie za niezgodne i konkurencyjne, jednak na podstawie
bardziej wnikliwej analizy problemu stwierdzono, ze kazda z nich ma swoj obszar
stosowalnosci i nie wykluczajg sie wzajemnie.

Wigkszos¢ zagadnien dotyczacych oddziatywan miedzyczasteczkowych roz-
wigzuje sie whasnie wykorzystujac obie teorie.
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SUMMARY

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

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

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

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

CLLE - (Continuous Liquid-Liquid Extraction) - ekstrakcja ciggta w ukladzie
ciecz-ciecz

DAI - (DirectAqueous Injection) - technika bezposredniego dozowania prob-
ki wody do kapilarnej kolumny chromatograficznej

ECD - (Electrone Capture Detektor) - detektor wychwytu elektronéw

ELCD - (Electrolitylic Conductivity Detektor) - detektor przewodnictwa elek-
trolitycznego

FID - (Flame lonization Detector) - detektor ptomicniowo-jonizncyjny

GC - (Gas Chromatography) - chromatografia gazowa

HS - (Mead Space) - analiza fazy nadpowierzchniowcj w wersji statycznej

LLE - (Liguid-Liquid Extraction) - ekstrakcja w ukladzie ciecz ciecz

LVI - (Large Volume Injection) - technika wprowadzania duzych objetosci
praébek ciektych do kolumny kapilarnej chromatografu gazowego

MESI - (Membrane Extraction with Sorbent Interface) - ekstrakcja z wykorzy-
staniem membran z dodatkowym wzbogaceniem analitéw na statym
sorbencie

MIMS - (Membrane InletMass Spectrometry) - bezpo$rednie wprowadzanie ana-

litdw za pomoca interfejsu (na drodze pcrmeacji) do komory jonizacyj-
nej spektrometru mas

MS - (Mass Spectrometer) - spektrometr mas

MSE - (Microscale Solvent Extraction) - mikroekstrakcja za pomocg malejilo-
sci rozpuszczalnika

PID - (Photojonization Detektor) - detektor fotojonizacyjny

PT — (Purgeand Trap) - technika wyptukiwania ijednoczesnego wychwyty-
wania analitéw na statym sorbencie

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

SPE - (Solid Phase Extraction) - ekstrakcja do fazy statej

SPME - (Solid Phase Microextraclion) - mikrockstrakcja do fazy stalej

SSDLE - (Simultaneous Steam Distillation Liquid Extraction) pofaczenie eks-
trakcji z jednoczesng destylacjg z parg wodng

TD - (Thermal Desorption) - desorpcja termiczna

THM’s - trihalogenometany

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

ka warstwa cieczy z samoczynng generacjg ciektego sorbentu
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WSTEP

Rosngce wymagania w odniesieniu do jako$ci wody uzywanej przez cztowieka
(do picia i potrzeb gospodarczych, do celéw rekreacyjnych, do celow technologicz-
nych w przemysle itp.,) wymuszaja konieczno$¢ opracowania standardéw (norm),
jakim powinna ona odpowiada¢. Naktada to na analitykow obowigzek rutynowej
kontroli zawarto$ci wielu zanieczyszczen w wodach $rodladowych, morskich, gte-
binowych, pitnych, produktach spozywczych i farmaceutycznych oraz w odprowa-
dzanych do Srodowiska Sciekach. Z kolei konieczno$¢ oznaczania coraz to nowych
grup zwigzkdéw, na coraz to nizszych poziomach stezen (w chwili obecnej przynaj-
mniej na poziomie ppt a nawet ppq), stawia nowe wyzwania przed analitykami.
Przy wyborze odpowiedniej procedury analitycznej istotna jest nie tylko precyzja,
doktadnosé, selektywnos¢, wykrywalnosé, odtwarzalnos¢, ale takze ograniczenie
praco- i czasochtonnos$ci postepowania analitycznego. Dazy sie rowniez do ozna-
czania w jednym cyklu analitycznym coraz wiekszej liczby sktadnikow o réznych
wiasciwosciach wystepujacych na poziomie $ladéw i ultrasladéw. Duzo uwagi po-
$wieca sie zagadnieniom obnizenia kosztéw eksploatacji aparatury analitycznej, auto-
matyzacji procesdw pomiarowych oraz mozliwosci oznaczen polowych. Istotne jest
ograniczenie zuzycia rozpuszczalnikow w postepowaniu analitycznym i redukcja
ilosci wytwarzanych odpadéw mogacych stanowi¢ powazne obcigzenie dla srodo-
wiska. Jest to niezwykle wazne w przypadku, kiedy koniecznoscigjest wykonywa-
Ine duzej ilosci analiz.

1. PROBLEMY OZNACZANIA LOTNYCH | SREDNIOLOTNYCH
ZWIAZKOW ORGANICZNYCH W PROBKACH WODY

Probki wody z ktérymi analityk ma doczynienia w laboratorium charakteryzu-
ja sie:

* zroznicowanymi wiasciwosciami fizykochemicznymi wystepujacych w nich
zwigzkéw. Zwigzki wystepujace w wodach mozna podzieli¢ na nieorganiczne i orga-
niczne, o réznym stopniu lotnosci i polamosci. Wiekszos$¢ zagadnien zwigzanych
z oznaczaniem zwigzkdw nieorganicznych w probkach wodnych jest rozwigzana
i znormalizowana. Obecnie gtéwnym obszarem zainteresowarn analitykéw staty sie
procedury oznaczania zwigzkdw organicznych, szczegélnie lotnych, co sprawiajesz-
cze wicie trudnos$ci. Duzy problem stwarza izolacja i analiza zwigzkéw polarnych
ijonowych. Powszechnie stosowane techniki izolacji wrecz uniemozliwiajganalize
takich zwigzkéw np.: niepolarne rozpuszczalniki stosowane w metodach klasycz-
nej ekstrakcji ciecz-ciecz, nie zapewniajgmozliwosci wyizolowania zwigzkow po-
larnych z matrycy wodnej.

» wystepowaniem oznaczanych zwigzkow na rédznych poziomach stezen, kto-
re wahajg sie od poziomu ponizej granicy oznaczalnosci dostepnych metod anali-
tycznych do kilkuset mg-drrr3
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* zréznicowanym sktadem matrycy. Pod tym wzgladem mozna dokonaé po-
dziatu na: wody czyste o matej zawartosci materii organicznej (ponizej
0,1 mg-dnr3: woda wodociggowa, wody mineralne, produkty farmaceutyczne, wody
gruntowe, opadowe, pochodzace z proceséw kondensacji (np.: deszcz, $nieg, rosa,
mgta), wody roztopéw wiosennych i topnienia lodowcow, wody ze $rednig zawar-
toscig materii organicznej (1-5 mg-dnrd: wody powierzchniowe (np.: rzeki, jezio-
ra), morskie, z uj$¢ rzek, wody z duza zawartoscig materii organicznej (20-25
mg-dnr3i powyzej): wszelkiego rodzaju scieki, ptyny fizjologiczne [1, 2J.

Réznorodnosé sktadu prébek wody, rzutuje na problemy zwigzane z pobiera-
niem, przechowywaniem, izolacjg i wzbogacaniem, a takze oznaczaniem konco-
wym sktadnikow $ladowych. Jako najwazniejsze problemy nalezy wymienic:

» wystepowanie oznaczanych zwigzkdw w pobieranych prébkach wody na zbyt
niskich poziomach stezeh w poréwnaniu z granicg oznaczalnosci wiekszosci detek-
torow stosowanych w chromatografii gazowej [3].

 zachowanie reprezentatywnosci probki na kazdym etapie postepowania ana-
litycznego (mozliwo$¢ utraty analitéw, badz tez wprowadzenie dodatkowych za-
nieczyszczen) [4].

* zanieczyszczenia mechaniczne probki tj.: substancje nieorganiczne, czastki
state (zawiesiny), substancje wysokoczasteczkowc obecne w prébkach srodowisko-
wych w duzych iloSciach mogg osadzac sie na $ciankach przedkolumny i kolumny
wiasciwej wptywajac niekorzystnie na ukfad analityczny, skracajac czas jego uzyt-
kowania. Dodatkowym problemem jest wptyw sktadnikéw matrycy na wyniki ozna-
czen.

* niezgodno$¢ stanu skupienia matrycy ze stosowang technika chromatogra-
ficzng, co wyklucza mozliwos$¢ bezposredniego wprowadzenia probki do kolumny
chromatograficznej (woda prowadzi do zmian parametréw retencyjnych kolumny
i zaktdca prace wiekszosci detektorow) [3],

Bezposrednie wprowadzanie probek wodnych obcigzonych matryca organicz-
ng (prébki wody powierzchniowej, Scieki) do kolumny chromatograficznej nie jest,
wiec korzystne. Rozwigzaniem tego problemu jest usuniecie substancji przeszka-
dzajacych iwymiana matrycy prébki tak, aby byta ona zgodna ze stosowanym ukta-
dem chromatograficznym. W wielu przypadkach nalezy réwniez ,,podnie$¢” steze-
nie analitbw w matrycy odbierajgcej do wartoSci powyzej granicy oznaczalnosci
stosowanego przyrzadu kontrolno-pomiarowego. Wprowadzenie dodatkowych eta-
pow obrobki probki wydtuza, komplikuje analize, podraza postepowanie analitycz-
ne oraz stwarza mozliwosci dodatkowych strat analizowanych zwigzkdw badz staje
sie zrodtem dodatkowych zanieczyszczen. Jednakze w przypadku analizy probek
wod ,,czystych” —o matej zawartosci materii organicznej (woda wodociggowa, wody
mineralne, gruntowe, opadowe) mozliwe jest postepowanie nie wymagajace wstep-
nego przygotowania prébki do analizy. Jedngz nielicznych metod, kt6ra to umozli-
wia jest metoda bezposredniego wprowadzenia prébki wody do kolumny chroma-
tograficznej (ang. Direct Aqueous Injection - DAI).
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2. TECHNIKA BEZPOSREDNIEGO DOZOWANIA PROBKI WODY
DO KAPILARNEJ KOLUMNY CHROMATOGRAFICZNEJ

Idea dozowania prébki na zimno bezposrednio do kolumny zostata zapropono-
wana po raz pierwszy w 1962 roku [5, 6], Niestety, ze wzglagdu na btedne zrozumie-
nie zjawisk majgcych miejsce w kolumnie kapilarnej technika ta nie byta powaznie
traktowana przez nastepne 15 lat.

Istotnym przetomem bylto opatentowanie w 1978 roku dozownika stuzgcego
do bezposredniego wprowadzania prébki wody do kapilarnej kolumny chromato-
graficznej (on-cohimn) [7]. Szczegdlnie waznym elementem jest tu mikrostrzykaw-
ka z odpowiednia igta, ktorej srednica zewnetrzna jest tak dobrana, ze zapewnia
szczelnos$¢ uktadu podczas dozowania. Nastepnym krokiem byto zastosowanie pod-
czas dozowania oprocz uktadu ciggtego chlodzenia, réwniez uktad tzw. wtérnego
chtodzenia (cold on-cohimn). Wtéme chlodzenie jest wigczane krétko przed dozo-
waniem i wylgczane po zakoriczeniu dozowania, co umozliwia rozpoczecie odparo-
wywania matrycy probki dopiero po osadzeniu jej w postaci cienkiego filmu na
mozliwie krotkim, poczagtkowym odcinku kolumny i usunieciu strzykawki. Takie
postepowanie eliminuje niekorzystne zjawiska odparowywania lotnych sktadnikow
probki z igly w trakcie dozowania oraz rozcieficzania prébki przez strumien gazu
nosnego [8- 11],

Zaprojektowanie specjalnego dozownika oraz przezwyciezenie problemoéw
zwigzanych z wiasciwym dozowaniem, a takze optymalizacja procesu rozdzielania
sktadnikéw prébki (przedstawiono je w Tabeli 1), umozliwito zaproponowanie kon-
kretnej techniki bezposredniego dozowania prébki wody do kapilarnej kolumny
chromatograficznej DAI przeznaczonej do oznaczania trihalogenometandw [6-17].
Podstawowe parametry tejze procedury przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 1. Podstawowe parametry wptywajgce na przebieg procesu dozowania prébki na kolumne
kapilarng [6-33]

Parametr Uwagi
objetos¢ Optymalna objetos¢ probki wprowadzanej na kolumne wynosi 2 |il. Przy wiekszych
dozowanegj objetosciach prébki (powyzej 5 Jil) problemem staje sie szybkos$¢ przejécia sktadnikow
probki probki z fazy cieklej do gazowej co wptywa na jako$¢ rozdzielenia analitéw (powstanie
szerokiego pasma) [7-9],
temperatura Prébke wprowadza sie na kolumne w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika lub o kilka
dozowania stopni wyzszej, by w trakcie dozowania prébka roztozyta sie réwnomiernie na $ciankach
prébki kolumny tworzac tzw. strefe zalania [10, 15].
temperatura K.Grob i wspdtpracownicy uznali temperature 103-M05°C za optymalng dla procesu

pracy kolumny  separacji na kolumnie z filmem fazy stacjonarnej o grubosci powyzej 1,0 [im. W nizszej
temperaturze moze nastgpi¢ rozmycie pasma wody, natomiast w wyzszej moze
zachodzi¢ tzw. rozszczepianie pikéw analizowanych substancji. Obecnie stosuje sie
programy temperaturowe, zwlaszcza przy analizie mieszanin ciezszych weglowodoréw
w matrycy ciektej j7,9, 15],
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Parametr

ogniskowanie
pasma
analitow

oddzielenie
wody od
analizowanych
zwigzkow

odpornos¢
fazy
stacjonarnej
wptyw
sktadnikow
matrycy
wprowadza-
nych wraz

z probka wody
na wasciwosci
kolumny

rodzaj
detektora
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Tabela 1. Ciag dalszy

Uwagi

W celu zogniskowanie pasma analitow na czole kolumny kapilarnej najczesciej stosuje sie
tzw.: putapke temperaturows. Dodatkowym sposobem zawezania pasma analitéw, jest
zastosowanie przed wiasciwa kolumng chromatograficzng tzw. przedkolumny (zazwyczaj
w postaci odcinka pustej rurki kapilarnej o dtugosci okoto 1+1,5 m). Korzystne jest row-
niez stosowanie rozpuszczalnika rézniacego sie znacznie polarnoscig od analitéw i lazy
stacjonarnej. Dlatego tez, technika bezpo$redniego dozowania jest szczegélnie przydatna
do oznaczania niepolamych zwigzkéw organicznych w matrycy wodnej |7, 9, 15|.
W praktyce stosuje sie nastepujace sposoby oddzielania wody w zaleznosci od rodzaju
fazy stacjonarnej pokrywajacej Scianki kolumny:
- zastosowanie fazy o wysokiej polarnosci - woéwczas woda jest silnie zatr/.ymywana
przez faze, a lotne, stabo polarne zwiazki sg wymywane z kolumny przed woda. (Wyste-
puje jednak ryzyko, ze ktorys zc zwigzkéw o temperaturze wrzenia wyzszej od wody,
lecz 0 mniejszej polarnosci, bedzie eluowat razem z woda [31]).
- zastosowanie fazy niepolamej, ktéra wykazuje stabg retencje w stosunku do wody
i silne powinowactwo w stosunku do lotnych zwigzkéw. Ten sposéb jest bardzo czesto
opisywany w literaturze [7-9], Trudnosci pojawiajg sie dopiero w przypadku analizy
zwiazkéw bardzo lotnych. Nalezy wtedy stosowaé film fazy stacjonarnej o duzej gru-
bosci (ok. 2+5 (im) tak aby nawet bardzo lotne zwigzki organiczne wykazaty stosun-
kowo duzg retencja. Jest to jednak okupione niska sprawnoscig kolumny : poszerzeniem
piku wody. W przypadku analizowania zwigzkéw o wyzszych temperaturach wrzenia,
zaleca sie stosowanie kolumn z cieriszym filmem niepolamej fazy stacjonarnej 1161 (tip.:
dla 1,4-dichlorobenzenu stosuje sie film fazy stacjonarnej o grubosci 0,8 [.im [8]).
Woda wprowadzana do kolumny powoduje niszczenie lub zmiane wiasciwosci lazy
stacjonarnej oraz utrate jej obojetnosci i powolny wyciek ztoza. Problem zosial przezwy-
ciezony poprzez sieciowanie fazy stacjonarnej [9, 18-20, 321
Na skutek gromadzenia sie zwhaszcza w poczatkowej czesci kolumny (20; 30 mm od
otworu wlotowego) nielotnych zwigzkéw nieorganicznych i organicznych, nastepuje po-
garszanie sie pracy kolumny, co objawia sie poszerzaniem piku wody, znieksztatceniem
chromatogramu oraz zmniejszeniem czutosci detektora. Stosowanie przedkolmmiy nie
tylko zabezpiecza wtasciwg kolumng analityczng przed niekorzystnym wplywem nielot-
nych zanieczyszczen, ale takze pozwala na dozowanie stosunkowo duzych objetosci
prébek (np.: 8 |il gdy stosuje sie przcdkolumne o dtugosci ok. 10 m). IYzedkolumne mo-
zna fatwo wymienié, a ponadto jest ona wielokrotnie tarisza od wiasciwej kapilarnej ko-
lumny chromatograficznej [7-9, 151
Wiele sposrod znanych detektorow wykazuje niekompatybilno.s¢ z prébkami wody np,:
woda powoduje gaszenie ptomienia w detektorze ptomieniowo jonizacyjnym (RU) i ter-
mojonizacyjnym (NPD), natomiast detektor absorpcji promieniowania podczerwonego
(IR) posiada celke pomiarowa najczesciej z krysztatu KBr, ktéry moze ulega¢ rozpusz-
czaniu pod wptywem wody [18, 22, 23]. Tc przykiady niedostosowania mozna wyeli-
minowac¢ np.: poprzez zapalanie palnika detektora FID dopiero po przejsciu pasma wody
przez detektor [22, 23] lub, bocznikowanie strumienia gazu nosnego w czasie elucji
pasma wody z kolumny chromatograficznej [25]. Duzg odporno$¢ na dziatanie wody wy-
kazuje detektor wychwytu elektronéw (ECD) [5-9, 15, 161. Granica oznaczalnosci i sele-
ktywno$¢ detektora ECD jest zalezna od powinowactwa elektronowego analizowanych
zwigzkéw. W przypadku zwigzkéw organicznych zalezy ono od obecnosci grup funk-
cyjnych tj.: chlorowiec, tlen [9], Detektor ECD znalazt szczegélnie zastosowanie do ozna-
czania lotnych zwigzkéw fluorowcoorganicznych w prébkach wéd ,,czystych” (wody
pitne, gruntowe, opadowe [7-9, 26-30, 331), ille moze by¢ réwniez wykoizyslany do
oznaczania: pestycydéw, PCB, ftalandw.
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Tabela 2. Warunki oznaczania analitdw przy zastosowaniu klasycznej techniki bezpo$redniego
dozowania prébki wody do kapilarnej kolumny chromatograficznej [6-30]

Elementy uktadu . i
pomiarowego Technika DAI-GC-ECD Lit.
przedkolumna pusta zdezaktywowana rurka (2 m x 0,32 mm) [9-11,25]

Kolumna kapilarna (30 m x 0,32 mm, film niepolarny fazy [7-9, 11]

stacjonarnej (PS 255) O grubosci 5 (im.)
system dozowania dozownik z wtérnym chtodzeniem prébki [8-11]
detektor wychwytu elektronéw- model ECD 40/400

detektor - -
(temperatura pracy detektora- 300-350°C) [7-9,26-29]
wielko$¢ dozowanej .
probki rzedu 2 (i! [7-9]
temperatura kolumny stata temperaturax 104°C. [7,9, 19]

Rodzaj analizowanych zwigzkdéw

Technika DAL, w klasycznej wersji z wykorzystaniem detektora wychwytu elek-
tronow na etapie oznaczen koricowych jest przydatna do oznaczania bardzo lotnych
zwigzkow, szczegoOlnie trihalogenometandw (THM’s) w wodzie pitnej. Zastosowa-
na kolumna zapewnia dostateczng retencje nawet bardzo lotnych zwigzkéw oraz
szybkie wymycie wody, jeszcze przed analizowanymi zwigzkami [8]. ROwniez dzieki
dozowaniu prébki na zimno wyeliminowano niebezpieczeAstwo rozktadu zwigz-
kow labilnych oraz zmniejszono prawdopodobienstwo straty zwigzkow bardzo lot-
nych. Ograniczeniem jest niemozliwo$¢ oznaczania sktadnikow wymywajacych sie
przed rozpuszczalnikiem (nie ulegajg one ogniskowaniu).

Tabela 3. Warunki oznaczania lotnych zwigzkéw fluorowcoorganicznych z wykorzystaniem techniki
bezposredniego dozowania prébki wody do kolumny chromatograficznej w potaczeniu z oznaczaniem
koncowym za pomocg detektora wychwytu elektronéw (DAI-GC-ECD)

. o Granica
Warunki analizy: oznaczal-
natezenia przep}ywu nosci
Analit Ma- Kolumna  Dozownik (firma) strumlenlla gazow, [igdm'3/ Lit
tryca gaz nosny, gaz Objetost
pomocniczy, program dozowanej
temperaturowy probki
gaz nosny; wodor:
.- SE->4 0,25-r0,30 m s'1
CHJC.I" wody (3,3_-r5,0 on-column gaz pomocniczy: azot:
SE%J(’:IQCM grun- Jim) (Carlo Erba 50 ml min'1 O%’l Al [6]
CZ—J|CbCJ:’2CI' towe 26,5 x Strumentazione) izoterma Sra
) 39 mx - 100°C dla nastrzyku ljil
0,32 mm - 95°C dlanastrzyku 4 |il
. PS'?_SS gaz nosny: azot:
CHJC!;’ wody (5,0 jim) cold on-column 0,204 m s'1
CH.CIJ' C.:CU’ grun- 26 mx (Carlo Erba gaz pomocniczy: azot: 0’015_./\0’6 [7,8]
CHjCClj, towe 0,32 mm Strumentazione) 50 ml min'l 2

CHCIXZXIL  ipitne 30mx

0,32 mm izoterma- 103-i-1040C
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Tabela 3. Cigg dalszy

Warunki analizy: o%;:g/'_(:_
nateier!ia przeplywu nosci
Analit M oumna Dozownik (firma)  oTienia gazow, lHigdm™j/  Lit
tryca gaz nosny, gaz Objetosc
pomocniczy, program dozowanej
temperaturowy prébki
THM,
CHXL2 CCl4, ;.ﬁ‘ SE-54 brak
cHaccts, des-  OIM) co1d on-column brak danych danych 121]
C2HCI3C2(?I4, czowa, 50 mx
freony 11i Scieki 0,31 mm
113
gaz no$ny: wodor,
HP-1 gaz pomocniczy: Ar/CRi:
i 60 ml min'l 051-1
THM \Sﬁg: (2£5m(|)r(n) cold on-column program temperaturowy: H [24]
0,53 mm 50 do 150°C
(10Q€C na min.)
gaz nosny: hel:
DB-1 cold on-column I-r2 ml min',
THM woda (5lim) (Carlo Erba gaz pomocniczy: Ar/Cl lj: 0.1-105 112]
pina 30 mx Strumentazione) 60 ml min'1 1pl
0,53 min izoterma - 104CC
gaz nosny: hel:
0,2 nil min'l
DB-624 gaz pomocniczy: azot:
] 0,16-0,060
woda (1,8 (im 25-r50ml min'1 ' '
THM pitna (30 r$1 x) 1093 (SP1) program temperaturowy: P> [13]
0,32 mm 104°C przez 3 min,
do 150°C
(10°C namin.)
palcowana
1%SE-30 .
THM, CCU \Sﬁgg na brak danych gaz nosny: azot gj-r2|6| [14|
GDX-103 4-rip
(1,8 m)
gaz no$ny: azot:
pakowana 30 ml min'1
THM, CCU, woda  Chro- program tempeoraturowy: <1
C2HCI3 pitna mosorb brak danych do 150°C - [351
101 (20°C na min.), 9 (i
6x2 mm do 200°C

(4°C namin.)

W literaturze opisane sg przypadki oznaczania innych lotnych zwigzkdw fluo-
rowcoorganicznych w prébkach wéd pitnych [8, 17, 30, 34-36, 39], gruntowych
[17, 30-34], opadowych, powierzchniowych i morskich [17, 37-44, 48], w prob-
kach wod mineralnych i napojow gazowanych [45] oraz nawet $ciekach [46]. ROz-
ne warianty zastosowania omawianej techniki przedstawiono w Tabeli 3.

Pomimo roznych rozwiazan metodycznych techniki DAI, nadal brak byto moz-
liwosci oznaczania zwigzkdw bardzo lotnych i mniej lotnych w jednym cyklu ana-
litycznym. W 1994 roku po raz pierwszy opisano do rozdzielania szerokiej gamy,



OZNACZANIE ZWIAZKOW ORG. W WODACH 195

az 54 $redniolotnych i mniej lotnych zwigzkow tj.: alifatyczne i aromatyczne zwigzki
fluorowcoorganiczne, weglowodory aromatyczne, naftalen, (ktore izolowano z wyko-
rzystaniem techniki wyptukiwania za pomocg strumienia gazu ijednoczesnego wy-
chwytywania analitow na ztozu statego sorbenta) wykorzystanie kolumny kapilar-
nej o dtugosci 30 m, pokrytej filmem fazy stacjonarnej (zel krzemionkowy modyfi-
kowany grupami cyjanopropylo-, metylo-, fenylowymi) o grubosci 2 p.m [47].

W 1998 roku [42, 48] opisano zastosowanie kolumny o podobnych parame-
trach (jak w cytowanej powyzej pracy [47]) do oznaczania zwigzkéw o r6znej lot-
nosci w jednym cyklu analitycznym z wykorzystaniem techniki bezposredniego
dozowania prébki wody na czoto kolumny kapilarnej (DAI-GC-ECD). Zmodyfiko-
wano klasyczng wersje techniki DAI-GC-ECD poprzez zastapienie tradycyjnej ko-
lumny (PS 255) o dtugos$ci 30 m z filmem fazy stacjonarnej o grubosci 5 [J.mkolum-
ng (Rtx-624) o dtugosci 60 m z filmem fazy stacjonarnej (polidimetylosiloksan
modyfikowany grupami cyjanopropylowymi (6%)) o grubosci 1,8 [J.m. Zastosowa-
nie cienszego filmu fazy stacjonarnej poprawito sprawnos¢ kolumny, polepszyto jej
rozdzielczo$¢ (podwojenie dtugosci kolumny powoduje zwiekszenie o 40% roz-
dzielczosci kolumny) oraz umozliwito separacje mniej lotnych zwigzkéw. Dzigki
zastosowanemu rozwigzaniu stato sie mozliwe oznaczenie tak trudnolotnych zwigz-
kéw jak trichlorobenzeny, heksachlorobutadien réwnolegle z bardzo lotnymi zwigz-
kami (tj.: trihalogenometany) wjednym cyklu analitycznym. Podobne rozwigzanie
opisano pozniej rowniez i w innych pracach [49].

Matryca

Ograniczeniem zakresu stosowalnosci techniki DAl jestjej zastosowanie gtéw-
nie do bezposredniej analizy tzw. wéd ,,czystych”. Substancje nieorganiczne i nie-
lotne zwigzki organiczne (zawiesina) obecne w probkach srodowiskowych w du-
zych ilosciach mogg osadzac sie na $ciankach przedkolumny i kolumny wiasciwej
wptywajgc niekorzystnie na uktad analityczny, skracajgc czasjego uzytkowania lub/
i wptywac nawyniki oznaczen koricowych. Podstawowe problemy analityczne, ktdre
moze powodowac ztozono$¢ sktadu matrycy przedstawiono w Tabeli 4.

W literaturze brak jest jednoznacznych doniesief na temat wptywu matrycy na
wyniki oznaczen analitéw z wykorzystaniem techniki DAI. Jednakze, jak wynika
z niepublikowanych badan, dla trzech (trichlorometanu, trichloroetenu i 1,1,2,2-
tetrachloroetanu) z siedmiu badanych zwigzkéw fluorowcoorganicznych analiza sta-
tystyczna przy pomocy testu +-Studenta wykazata istotne réznice we wspotczynni-
kach kierunkowych krzywych kalibracji wykonanych dla prébek wody wolnej od
zanieczyszczen i prébek wody pobranych z rzeki Wisty o zawarto$é zawiesiny rze-
du 10 mg-dm'3 Wskazywato to na wptyw matrycy na wyniki analiz.
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Tabela 4. Najwazniejsze problemy, ktére m oga powodowaé ztozono$¢ sktadu matrycy przy oznaczaniu

Skiadowe matrycy probek
wody wprowadzanych
do ukfadu
chromatograficznego

substancje mineralne

czastki state
(zawiesina)

substancije
wysokoczasteczkowe

zwigzkéw organicznych w prébkach wody

Uwagi

Obecno$¢ substancji mineralnych moze w sposéb istotny wptywaé na odzysk
analizowanych zwigzkéw (zalezno$¢ wartosci wspétczynnika podziatu od pH).
Zawiesina jest obecna w wodach powierzchniowych w bardzo szerokim zakre-
sie stezen. Ze wzgledéw uzytkowych definiuje sie ja jako czastki zatrzymy-
wane przez filtr o $rednicy poréw 0,45 pm. Do zawiesiny naleza czastki orga-
niczne (m.in.: bakterie, drobne organizmy lub ich fragmenty, czastki torfu
i roslinnosci bagiennej) i nieorganiczne tj.: (materiat ilasty i pylasty, czastki
piasku i skat oraz czastki koloidalne réznych zwigzkéw chemicznych) uno-
szace sie w masie wody, podniesione z dna zbiornika lub zmyte z brzegéw

50,51].

%awies]i na wprowadzonawraz z probka do wtasciwego uktadu chromatogra-
ficznego moze osadzaé sie na $ciankach przedkolumny i kolumny wiasciwej,
doprowadzajac do uszkodzeth mechanicznych kolumny, jej zatykania, lub pro-
wadzi do zmian wiasnosci sorpcyjnych fazy stacjonarnej. Ponadto czastki state
zawiesiny moga zanieczyszcza¢ dozownik i detektor skracajac czas ich uzytko-
wania.
Ze wzgledu na silne wikasnosci sorpcyjne, zawiesina charakteryzuje sie¢ zdolno-
$cig do gromadzenia hydrofobowych zanieczyszczen organicznych i $ladowych
ilosci metali. Niekiedy osigga sie wartosci wspotczynnika wzbogacania tych
zanieczyszczen rzedu kilku tysiecy lub wiecej [50]. W przypadku analizy wody
powierzchniowej nalezy sobie zdawa¢ sprawe z mozliwosci adsorpcji zanie-
czyszczen na czastkach statych zawiesiny, co moze by¢ przyczyna dodat-
kowych strat analitéw i wptywa¢ na odzyski analizowanych zwigzkoéw.
Bardzo rozpowszechnionymi skfadnikami matrycy probek woéd powierzchnio-
wych sg substancje humusowe powstajace w zbiornikach wodnych lub dosta-
jace sie do wod z innych ekosysteméw. Tworza sie one w wyniku nic do korica
poznanych proceséw biochemicznej polimeryzacji i polikondensacji ogromnej
ilosci réznorakich zwigzkéw pochodzacych ze szczatkéw rodlinnych i zwie-
rzecych oraz produktéw metabolizmu mikroorganizméw. W wyniku tych pro-
cesow ilos¢ mozliwych kombinacji powstajacych zwigzkéw jest wrecz astrono-
miczna. Struktura chemiczna tych zwigzkéw nie zostata dotychczas jednozna-
cznie wyjasniona, a podziat na poszczegélne grupy jest czysto operacyjny,
wynikajacy z potrzeb badawczych [52-54],

Substancje humusowe ze wzgledu na swoje specyficzne wiasciwosci, moga

wptywaé na zmiane sktadu probek wod naturalnych podczas ich transportu,

przechowywania i koficowej analizy w wyniku takich proceséw jak |52 57).:

« adsorpcja,

« wymiana jonowa (substancje humusowe posiadajg zdolno$¢ wigzania
kationéw w postaci soli i chclatéw) [56],

« kompleksowanie i tworzenie trwatych potaczen z kationami metali, mine-
ratami ilastymi oraz zwigzkami organicznymi, w tym z substancjami toksy-
cznymi jak pestycydy i insektycydy [56),

» koagulacja i zwigkszanie rozpuszczalnosci niektérych zwigzkéw w wodzie
np.: rozpuszczalno$¢ weglowodoréw wzrasta dwa razy,

* przyspieszanie degradacji pestycydow,

« fatszowanie wynikéw koncowej analizy (zawyzanie) wtedy jezeli zawie-
raja struktury podobne do oznaczanych substancji np.: grupy zawierajace
chlorowiec lub tlen na ktore jest czuty detektor wychwytu elektronéw
(ECD) stosowany przy analizie zwiazkéw fluorowcoorganic/nych.
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Stwierdzono, ze zastosowanie kolumny o ciefiszym filmie fazy stacjonarnej
oraz czesta wymiana przedkolumny sprawia, ze dla analizowanych zwigzkdw
zawiesina (o zawartosci 10-40 mg-dnrd oraz kwasy humusowe (0 zawartosci
10 mg-dnr3, nie majg statystycznie istotnego wptywu na wyniki oznaczen w przy-
padku korzystania ze zmodyfikowanej techniki DAI-GC-ECD [48, 58].

Ograniczenia zwigzane z bardzo skomplikowang matrycg i niskim poziomem
stezen analitbw, mozna przezwyciezy¢ réwniez na drodze przeniesienia analitow
do innej matrycy, ktorg stanowi¢ moze faza stata (SPE, SPME) [59], faza gazowa
(PT, HS, TLHS) [30, 33,45,46,60, 61], lub faza ciekta (LLE) [62], co jednak wy-
dtuza i komplikuje proces analizy.

Granica oznaczalnosci

Mata objetos¢ prébki wprowadzanej do uktadu analitycznego sprawia, ze grani-
ce oznaczalnosci osiggane w technice DAI sg stosunkowo wysokie (rzedu jjg-dnr3).
W Tabeli 5 przedstawiono warto$ci granic oznaczalnosci w klasycznej wersji tech-
niki DAI-GC-ECD oraz w zmodyfikowanej wersji tej techniki [17,42,48,63, 64],

Tabela 5. Wartosci granic oznaczalnosci analitéw z grupy zwigzkéw chloroorganicznych w przypadku
stosowania techniki DAI-GC-ECD [8, 9,40]

Granica oznaczalnosci [fig dm'3|

Zwigzek
zmodyfikowana DAI klasyczna DAI
trichlorometan 0,04 0,02
tetrachlorometan 0,02 0,015
1,2- dichloroetan 0,09 -
trichloroeten 0,02 0,03
1,1,2-trichloroetan 0,08 -
tetrachloroeten 0,02 0,025
1,1,2,2-tetrachloroetan 0,08 -
1,2-dichlorobenzen 0,59 -
1,3,5-trichlorobenzen 0,21 -
1,2,4-trichlorobenzen 0,24 -
1,2,3-trichlorobenzen 0,09 -

heksachlorobutadien 0,25 -
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Odzysk

Bezposrednie wprowadzanie probki do kolumny, w technice DAI eliminuje do
minimum mozliwo$¢ straty analitow oraz wprowadzania dodatkowych zanieczysz-
czen do prébki np.: pochodzacych z rozpuszczalnika, lub wyptukujacych sie ze
746z sorbentdw lub obecnych w gazie uzywanym na etapie desorpcji termiczne;j.

Czaso-, pracochtonnos¢, mozliwosé automatyzacji procesu

Technika DAI charakteryzuje sie prostotg i szybko$cig w wykonaniu poprzez
eliminacje z procedury analitycznej pracochtonnego etapu wstepnego przygotowa-
nia probki do analizy chromatograficznej, co utatwia réwniez mozliwosc¢ jej auto-
matyzacji.

Koszt

Kosztjednostkowy analizy przy wykorzystaniu techniki DAI jest bard/.o niski.

Aspekt prosrodowiskowy

Bezposrednie wprowadzenie probki wody do kolumny chromatograficznej cat-
kowicie eliminuje koniecznos¢ uzycia rozpuszczalnikéw w toku postepowania ana-
litycznego.

Inne rozwigzania metodyczne klasycznej techniki DAI

Od konca lat osiemdziesigtych obserwuje sie coraz wieksze zainteresowanie
technikg bezposredniego dozowania probki wody do kolumny kapilarnej. Zakres
zastosowania techniki DAI nie musi by¢ ograniczony tylko do oznaczania lotnych
zwigzkow fluorowcoorganicznych. Wykorzystanie innych typow kolumn (inny typ
fazy stacjonarnej, odpowiednia grubos¢ filmu fazy stacjonarnej i dtugo$¢ kolumny)
i odpowiednich detektoréw umozliwia wykorzystanie tej techniki do oznaczania
szerszego spektrum zwigzkdw fluorowcoorganicznych (zwigzki $redniolotne i nie-
lotne) oraz oznaczania zwiazkow tlenoorganicznych, takze w bardziej skompliko-
wanych matrycach. Bardzo interesujgca jest mozliwos¢ rozszerzenia zastosowania
metody bezposredniego dozowania do oznaczania bardziej polarnych i mniej lot-
nych zwigzkow organicznych, ktdrych izolacja z wody, zaréwno z wykorzystaniem
ekstrakcji w uktadzie ciecz—eiecz jak i wyptukiwania za pomocga strumienia gazu
{purge),]JcsX utrudniona ze wzgledu na duze powinowactwo tych zwigzkéw do wody.
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Tabela 6. Zakres zastosowania techniki bezposredniego dozowania prébki wody do kolumny

Analit

niskoczas-
teczkowe
alkohole,
ketony,
estry,
nitryle
rozpusz-
czalne
w wodzie

fosforany
trimetylu
i trietylu

lotne
kwasy
thuszczowe

produkty
hydrolizy
eteru
bis(2-chlo-
roctylu)
lotne,
polarne
rozpusz-
czalniki
(aceton,
MEK,
THF)
morfolina,
cyklohc-
ksylo-
amina.

Matryca

wody
grun-
towe

i Scieki

wody
grun-
towe
i Scieki

probki
biolo-
giczne

Scieki

woda
pitna

woda
przemys
towa

Kolumna

10p.m Pora
Plot Q

(27,5x0,32
mm)

0,5]im
PTE-5
(15 mx 0,53
mm)

1,0 pmDB-5
(15mx 0,53
mm) lub
10]im
DB-WAX
(15 mx 0,53
mm)

1,0 (im
DB-WAX
(15 mx 0,53
mm)

i 1,0im
FFAP
(10 mx 0,53
mm)

1,0 im
DB-WAX
(30 mx 0,53
mm)

brak danych

pakowana,
(4,8% glikol
polietyle-
nowy +

chromatograficznej (DAI)

Warunki analizy:
natezenia przeptywu
strumienia gazéw, gaz nosny,
gaz pomocniczy, program
temperaturowy
gaz nosny: hel: 33 cm s'1
program temperaturowy:
60°C przez 5 min, FT-1R
do 200 (10°C na min.),
200°C przez 8 min
gaz nosny: hel: 30 cm s'1
program temperaturowy:
60°C przez 4 min, 1 MSD
do 200°C (10°C na min.),
200°C przez 6 min
gaz nosny:
hel: 10*12 ml min'],
wodor i powietrze:
32-7-330 ml min'1
gaz pomocniczy:
azot: 25 ml min'l FID
program temperaturowy:
90°C przez 1 min,
do 115°C (5°C namin.),
do 160°C (7°C na min.),
160°C przez 1 min

Dete-
ktor

gaz no$ny: hel: 31 cm s'1
FID

gaz nosny: hel: 2,4 ml min'1
program temperaturowy:
80°C do 220°C FT-1IR
(15°Cna min),
220°C przez 10 min

brak danych FID

gaz nosny:
hel: 15*40 ml min‘,
powietrze i wodor
program temperaturowy:

FID

Granica
oznaczal-
nosci / objetosé
dozowanej
probki

5*100 ng
21d
8*400 pg

2 ul

15 mg drn3
1M

nie podano
0,5 fil

46*120 ng
2 (ii

5 fig dm'3

52*55 ng
5M

(68]

[68]

[22]

(23]

[21]

(71

[72]
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Jak dotychczas wykorzystano tg metode z powodzeniem do oznaczania stabo eks-
trahujgcych sie, polarnych rozpuszczalnikdw [65] oraz fosforandw trimclylu i trie-
tylu w prébkach wéd gruntowych i Sciekdw [22], kwasu octowego w $ciekach [66],
lotnych kwasdw ttuszczowych w prébkach biologicznych [23], amin [67] oraz zwigz-
kow aminopochodnych w probkach Sciekéw przemystowych [68], siarkowodoru,
merkaptanow i innych zwigzkow siarkoorganicznych w $ciekach [69]. W Tabeli 6
przedstawiono nieliczne przypadki zastosowania techniki DAI do oznaczania zwigz-
kéw organicznych z wykorzystaniem detektordw innych niz ECD. Rozwigzania te
nie zostaty jednak rozpowszechnione, by¢ moze z powodu osigganych stosunkowo
wysokich granic oznaczalnosci.

Szerokie studium literaturowe na temat bezposredniego dozowania probki do
kolumny kapilarnej, probleméw z tym zwigzanych oraz trendy rozwojowe tejze
techniki zostaty szeroko przedstawione w publikacji pt.: Direct Injection of Aqu-
eous Samples into Gas Chromatographic Columns opublikowanej w czasopi$mie
»Chemia Analityczna” w 1997 roku [70].

3. TECHNIKI IZOLACJI I/LUB WZBOGACANIA LOTNYCH
ISREDNIOLOTNYCH ZWIAZKOW ORGANICZNYCH Z PROBEK
WODNYCH

Typowe prébki srodowiskowe (wody powierzchniowe, $cieki) posiadajg ma-
tryce organiczng o bardzo skomplikowanym skiadzie, lub zawierajg anality na bar-
dzo niskim poziomie stezen (o wiele nizszym niz granice oznaczalnosci stosowa-
nych detektoréw) i wymagaja zwykle specjalnego przygotowania, zanim mozna
poddac je analizie chromatograficznej. W przypadku analizowania lotnych i $red-
niolotnych zwigzkoéw organicznych najkorzystniejsze jest przeprowadzenie izolacji
analitdw z matrycy wodnej jak i ich wzbogacenie (podniesienie stezenia) w jednym
etapie. W praktyce analitycznej najczesciej wykorzystuje sie nastepujace techniki
izolacji i/lub wzbogacania, ktére w roznym stopniu nadajg sie do analizy lotnych
i Sredniolotnych zwigzkéw [73,74]:

« techniki izolacji i/lub wzbogacania do fazy ciektej (LLE)

 techniki izolacji i/lub wzbogacania z wykorzystaniem membran pdtprzc-

puszczalnych

« techniki izolacji i/lub wzbogacania do fazy gazowej (HS, PT, TLHS, desty-

lacja)

» techniki izolacji i/lub wzbogacania do fazy statej lub stacjonarnej (SPE,
SPME)
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3.1. EKSTRAKCJA DO FAZY CIEKLEJ

Ekstrakcja w uktadzie ciecz—iecz (ang. Liquid—tiquid Extraction —LLE) sta-
nowi jedng z najstarszych, ale pomimo wielu wad, nadal powszechnie uzywang
technike izolacji i/lub wzbogacania zwigzkéw organicznych, zwtaszcza z prébek
wodnych. Zasada izolacji w tym przypadku oparta jest na wykorzystaniu zjawiska
podziatu analizowanych zwigzkéw pomiedzy organiczny, nie mieszajacy sie zwoda,
rozpuszczalnik, a faze wodng [4, 73-78],

Rodzaj analizowanych zwigzk6éw i matryca

Ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz ma ograniczone zastosowanie do zwigzkéw
bardzo lotnych, natomiast z powodzeniem moze by¢ wykorzystana do zwigzkow
Srednio- i trudnolotnych, a poprzez dobér odpowiedniego rozpuszczalnika, umozli-
wia ekstrakcje zwigzkéw o szerokim spektrum polamosci z bardzo r6znych matryc
[75].

Granica oznaczalnosci

Zazwyczaj do kolumny chromatograficznej wprowadza sie kilka mikrolitrow
otrzymanego ekstraktu ze wzgledu na koniecznos$¢ uzyskania waskiego pasma chro-
matograficznego. Dlatego tez, osiggane granice oznaczalnosci przy wykorzystaniu
techniki LLE sg stosunkowo wysokie (rzedu |ig-dm'3lub nawet wyzej) (Tabela 7).

Tabela 7. Przyktadowe wartosci granic oznaczalnosci dla wybranych zwigzkéw fluoroorganicznych
wg normy ISO/FDIS 10301 dla techniki ekstrakcji ciecz-ciecz [63, 64]

Zwigzek Granica oznaczalnosci [|ig dm'3
trichlorometan 0,05+0,3
tetrachlorometan 0,01+0,1
1,2- dichloroetan 5+10
trichloroetcn 0,05+0,1
tclrachloroeten 01
1,1,2,2-tetrachloroetan 0,05+0,1

W ostatnich latach rozwineta sie technika wprowadzania duzych objetosci pré-
bek ciektych (ang. - Large Volume Injection - LVI) do kolumny kapilarnej chroma-
tografu gazowego, co umozliwito obnizenie granicy oznaczalnosci do poziomu ste-
zen rzedu ng-dnr3 a nawet ponizej [79-90].
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Czaso-, pracochtonnos$é, mozliwos¢ automatyzacji procesu

Pomimo prostoty wykonania (kilkakrotne mcchanicznc lub reczne wytrzgsanie
cieczy i ich rozdzielanie) klasyczna metoda LLE charakteryzuje sie praco- i czaso-
chtonnos$cia postepowania, na ktdre sktadaja sie takie problemy jak [76].

» czestakonieczno$¢ dodatkowego wzbhogacania (odparowania nadmiaru roz-
puszczalnika) celem osiggniecia zadanej wartosci wspdtczynnika wzboga-
cania, lub tez zamiana rozpuszczalnika uzywanego w trakcie ekstrakcji na
inny, bardziej wiasciwy z punktu widzenia stosowanej techniki oznaczen
koncowych,

e czestakoniecznos¢ stosowania dodatkowego etapu frakcjonowania ioczysz-
czania (usuniecie wody i interferentéw) uzyskiwanych ekstraktow,

* niebezpieczenstwo powstawania stosunkowo trwatych emulsji trudnych do
rozdzielenia,

 trudnosci z obrébka probek o duzej objetosci.

W wielu przypadkach tak przygotowany ekstrakt mozna dopiero bezposrednio
wprowadzi¢ do kolumny chromatograficznej [3, 81, 82, 91, 92].

Dodatkowg wadg techniki LLE jest trudno$¢ w automatyzacji procesu.

Koszt

Technika LLE charakteryzuje sie niskim kosztem, dzieki zastosowaniu prostej
i taniej aparatury (rozdzielacze). Jednakze konieczno$¢ uzywania duzej ilosci (ocl
kilkudziesieciu mililitrow do nawet kilku litrow) czesto bardzo drogich, o duzej
czystosci rozpuszczalnikdw podraza koszt metody.

Aspekt prosrodowiskowy

Techniki LLE nie mozna zaliczy¢ do przyjaznych dla srodowiska, poniewaz po
ekstrakcji pozostaja duze ilosci zlewek w postaci toksycznych rozpuszczalnikow.
Aby unikna¢ zanieczyszczenia nimi srodowiska konieczne jest prowadzenie utyli-
zacji powstajacych odpadow, ktéra dodatkowo wydtuza i podraza caty proces [76J.

Modyfikacje klasycznej techniki ekstrakcji ciccz-ciccz

Z myslg o wyeliminowaniu przynajmniej czesci niekorzystnych cech klasycz-
nej techniki ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz, opracowano szereg jej modyfikacji.
Mozna wymieni¢ rozwigzania majace na celu:

a. poprawienie skutecznosci ekstrakcji i skrocenie czasu jej trwania (przy wyko-

rzystaniu tazni ultradZzwiekowej, lub promieniowania mikrofalowego) [76],
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b. zminimalizowanie uzycia rozpuszczalnika w stosunku do objetosci ekstra-
howanej probki dzieki odpowiedniej konstrukcji aparatury do prowadzenia
ekstrakcji i modyfikacji procesu. Mozna tu wymieni¢ nastepujgce techniki:
» mikroekstrakcja za pomocgmatej ilosci rozpuszczalnika (ang. Microscale
Solvent Extraction - MSE) [75, 93],

« ekstrakcja w pojedynczej kropli rozpuszczalnika (ang. Single Drop Extrac-
tion - SDE) [94, 95],

« ekstrakcja ciggta w uktadzie ciecz-ciecz (ang. Continuons Liquid—tiquid
Extraction - CLLE) [95, 96],

* potaczenie ekstrakcji z jednoczesng destylacjg z parg wodng (ang. Simul-
taneous Steam Distillation Liquid Extraction - SSDLE) [97],

3.2. TECHNIKI EKSTRAKCJI MEMBRANOWEJ]

Techniki ekstrakcji membranowej sg stosowane od niedawna, lecz ze wzgledu
na liczne zalety sg coraz powszechniej wykorzystywane w analityce $ladowe;j.
W przypadku takich technik jak ultrafiltracja, odwrdécona osmoza, dializa, mikro-
dializa, elektrodializa prébka jest w bezposrednim kontakcie z membrang wykona-
ng z potprzepuszczalnego materiatu (teflonu, gumy silikonowej, celulozy, widkien
szklanych), charakteryzujacego sie duzg przepuszczalnoscig w stosunku do anali-
tow. Anality przechodzg selektywnie przez membrane i sgusuwane zjej powierzch-
ni za pomocg strumienia cieczy lub gazu ptuczacego i moga by¢ bezposrednio kie-
rowane do urzadzenia pomiarowego [73, 75], badzZ tez podlega¢ operacji dodatko-
wego wzbogacenia na statym sorbencie (ang. Membrane Extraction with Sorbent
Interface - MESI) [98-103].

Membrany bardzo czesto sg stosowane jako integralna cze$¢ uktadu (interfejs)
do wprowadzania analitbw na drodze permeacji bezposrednio do komory joni-
zacyjnej spektrometru mas (ang. Membrane Inlet Mass Spectrometry - MIMS)
[104-106].

Rodzaj analizowanych zwigzkow i matryca
Techniki ekstrakcji membranowej majg zastosowanie gtownie dla oznaczania
zwigzkéw niepolamych i o duzej lotnosci w prébkach wodnych o niewielkiej ilosci
zanieczyszczen statych (zanieczyszczenia state bardzo tatwo zatykajg pory mem-
brany i wydtuzajg czas analizy).
Granica oznaczalnosci

Techniki ekstrakcji membranowej umozliwiajg uzyskiwanie bardzo niskich
granic oznaczalnosci, nawet na poziomie ppq w przypadku bezposredniego wpro-
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wadzania analitéw do komory jonizacyjnej spektrometru mas (MIMS) [100 102],
Dodatkowg zaletg technik membranowych jest uzyskiwanie ekstraktow o bardzo
duzej czystosci, co umozliwia osiggniecie wysokiej skutecznosci oddzielenia anali-
téw od sktadnikéw przeszkadzajacych obecnych w matrycy, oraz wyeliminowanie
do minimum mozliwo$ci wprowadzania dodatkowych zanieczyszczen w tiakcie trwa-
nia procesu. Dzieki czemu nie jest konieczne wprowadzenie dodatkowych etapow
oczyszczania probki.

Czaso-, pracochtonnos¢, mozliwos$¢ automatyzacji procesu

Techniki ekstrakcji membranowej charakteryzujg sie matg wydajnoscig i dtu-
gim czasem trwania procesu w poréwnaniu z innymi technikami (SPh, LLh). Zaletg
techniki jest tatwos$¢ automatyzacji procesu.

Koszt

Konieczno$¢ stosowania specjalnego i kosztownego sprzetu powoduje, ze tech-
niki membranowe nie moga znalez¢ zastosowania w kazdym laboratorium.

Aspekt ekologiczny

Techniki ekstrakcji membranowej umozliwiajg zminimalizowanie uzycia roz-

puszczalnikow i tym samym przeprowadzane analiz sg mato ucigzliwe dla $rodowi-
ska.

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

Techniki analizy fazy nadpowierzehniowej (HS, PT, TLHS) oparte sg na wyko-
rzystaniu zjawiska podziatu analitéw pomiedzy faze ciekta i gazowa. Analizie pod-
daje sie faze gazowg (nadpowierzchniowg) wraz z lotnymi zwigzkami uwolnionymi
z ciektej probki [73, 74, 107].

Izolacja z matrycy wodnej moze by¢ prowadzona w sposdb periodyczny lub
ciagly. Techniki periodyczne mozna og6lnie podzieli¢ na: statyczne gdy obie sty-
kajgce sie ze sobg fazy, tzn.: fazy wodna (probka) i gazowa (matryca odbierajaca),
sg nieruchome lub dynamiczne -gdy jedna z faz jest ruchoma. Techniki dynamicz-
ne charakteryzujg sie nizszg granicg oznaczalnosci w stosunku do metod statycz-
nych. Dynamiczne wymywanie umozliwia uzyskanie dobrego rozwiniecia po-
wierzchni miedzyfazowej, dlatego tez osigga sie wysoki stopief przeniesienia ana-
litdw do fazy gazowej i tym samym wysoki odzysk analitéw [107, 108J.
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Natomiast w przypadku wariantow ciggtych technik analizy fazy nadpowierzch-
niowej wystepuje ruch obu faz: cieklej (prébki) i gazowej we wspotpradzie lub
przeciwpradzie [33, 39,45,46, 59, 60, 74, 109]. Anality przechodzg ze strumienia
ciektej probki do strumienia fazy gazowej skad moznaje np. wychwytywac w puta-
pce z sorbentem, a po uwolnieniu analizowaé z wykorzystaniem techniki chromato-
grafii gazowej.

Innym ciekawym i waznym rozwigzaniem technik izolacji i wzbogacania zwigz-
kow w uktadzie ciecz—gaz sg techniki destylacyjne, ktdre mogg stuzy¢ do izolacji
zwigzkoéw bardziej polarnych. Podstawg rozdzielenia mieszaniny na sktadniki
w procesie destylacji jest zr6znicowany podziat poszczegolnych sktadnikéw mie-
dzy faze ciek}g i pozostajgcg z nig w rownowadze faze gazowa. Sktadniki bardziej
lotne ulegajg wzbogaceniu w fazie gazowej, ktéra po wykropleniu stanowi koncen-
trat tych sktadnikow (destylat). Skuteczno$¢ separacji zalezy od wiasciwosci sktad-
nikdw mieszaniny, stosowanej aparatury destylacyjnej oraz metody destylacji.

W przypadku analizowania mocno obcigzonych prébek srodowiskowych ibio-
logicznych czesto stosowanajest destylacja z pargwodng [73,107]. Wysoki stopien
wzbogacenia uzyskuje sie dla lotnych analitow o matych masach czasteczkowych.
W celu poprawienia wykrywalnosci (oznaczalnosci) mozliwa jest rowniez kombi-
nacja destylacji z parg wodng z pozniejszg analizg destylatu metodg statyczng ana-
lizy fazy nadpowierzchniowej lub ekstrakcja typu ciecz-ciecz.

3.3.1. Technika wyptukiwania i jednoczesnego wychwytywania analitdw
na statym sorbencie

W praktyce analitycznej do analizowania lotnych i $redniolotnych zwigzkow
organicznych z probek wodnych sposrdd technik izolacji i/lub wzbogacania anali-
téw do fazy gazowej najczesciej wykorzystuje sie technike wyptukiwania ijedno-
czesnego wychwytywania analitow na ztozu statego sorbenta (ang. Purge and Trap
- PT), ktora zostata po raz pierwszy zastosowana i opisanaw 1974 roku [110].

W trakcie analizy prébki wody przy pomocy techniki PT realizowane sg réw-
noczesnie dwie operacje [74, 108, 111-117]:

» operacja wyptukiwania (purge), polegajaca na przeptukiwaniu probki wody
0 objetosci 5-25 cm3umieszczonej w ptuczce o specjalnej konstrukcji, za pomocg
strumienia czystego, obojetnego gazu, pobieranego z butli (przez okres kilku do
kilkudziesieciu minut).

e operacja wychwytywania (trap), w trakcie ktérej anality wymywane z wody
sg zatrzymywane w putapce, a w nastepnej kolejnosci desorbowane termicznie na
czoto kolumny chromatograficznej. Etap ten jest konieczny celem zawezenia ,,pa-
sma” analitéw, ktore w fazie gazowej zajmujg znaczng objetos¢ (od kilku do kilku
tysiecy cm3), przed ich zadozowaniem na kolumne chromatograficzng [76]. Dodat-
kowym problemem jest obecno$¢ duzych ilosci pary wodnej obecnej w gazie po
przejsciu przez prébke wodng wody. Dlatego tez przed wprowadzeniem analitow



206 M. STANISZEWSKA, L. WOLSKA, J. NAMH-SNIK

na kolumne nalezy czesto przeprowadzi¢ osuszenie strumienia gazu ptuczacego
[113-117].

Rodzaj analizowanych zwigzkow

Technika wyptukiwania za pomocg strumienia gazu ijednoczesnego wychwy-
tywania analitbw na statym sorbencie jest szeroko stosowana w praktyce laborato-
ryjnej na $wiecie i zalecana przez Amerykarska Agencje ds. Ochrony Srodowiska
(ang. Environmental Protection Agency —EPA) do oznaczania zwtaszcza zwigzkow
niepolamych i Sredniopolamych o znacznej preznosci par w probkach wody. Istnie-
je wiele doniesien literaturowych na tema; jej zastosowania do oznaczania np.: we-
glowodoréw alifatycznych, aromatycznych, zwigzkéw fluorowcoorganicznych [39,
48,74,107,117-127], siarkoorganicznych [128], polichlorowanych hifenyli [129],
rozpuszczalnikéw przemystowych [130], lotnych zwigzkéw w wod/ie morskiej,
Sciekach, ptynach fizjologicznych i produktach naturalnych [48, 131 142J. Rozne
przyktady zastosowania techniki PT przedstawiono w labeli 8.

Tabela 8. Przyktady metod zaproponowanych pr7.cz agencji; KPA do o/nac/unin lotnych /wig/kéw
fluorowcoorganicznych w prébkach wody [14.1 1171

Sposéb i
M wzboga- llosc
e Kolumna  Mattyca 9 Detektor ~ Typ o/nac/anych /wi.|/kow  ofiue/anych
toda cania »
P /WI,|AOW
probki
« /wig/ki .liomutyc/nc, om/
PID . I -
) wodado  purgeand pola:- z podwo|nyni wi;|/atuein
502.2  kapilarna o (dLi PID) M
picia trap czony L
JELCD ° Iwigzki /jlwiaj|.ice atomy
halogenowe (dla hi CU)
« /wigAi aromatye/neou/
. wodado  purgeand « poilwoéinym wi;i/.imem
524.2 ilarna - ’
ap picia trap M Iwigzki /.iwici j|.|cc ultimv at
et J
halogenowe
mikrocks- « dihiomootcn (I-.1)H)
] woda do . ;
504 kapilarna picia trakcja ECD .« dibromochloiopiopun !
heksanem (D(T)
601  pakowana Scieki  Purgeand oy« Lwig/ki fawiei;il.i«* atomv
trap halogenowe
CiL urge and
602 pakowana Scieki p t?‘ap PID . ZWIa/kl aromatyczne 7
. woda do urae and * [wig/ki aromatyczne
624 lapilama  MIOE PUOEC MS . jwia/ki Liwie;;il;lee atomy
halogenowe
odpady
toksy- d o o
8010B pakowana  czne, purge an ELCD ° zwigzki zawierajace atomy M
wody trap halogenowe

gruntowe
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Tabela 8. Cigg dalszy

v Sposoh llosc
todeé; Kolumna  Matryca wg:r?igaa— Detektor ~ Typ oznaczanych zwiazkéw  oznaczanych
probki zwigzkow
odpady
toksy- mikroeks- « dibromoeten (EDB)
8011  kapilarna  czne, trakcja ECD . dibromochloropropan 2
wody heksanem (DBCP)
gruntowe
odpady d .
8015 A pakowana toksy-  PURANT gp * hienalogenoe fotne 4
czne p zwigzki
odpady urge and
8020 A pakowana  toksy- purg PID  « zwigzki aromatyczne 10
czne trap
PID * zwigzki aromatyczne, oraz
g z podwojnym wigzaniem
8021 A kapilarna odpady P9 POl g pyp) 60
P ; ELgD « zwigzki zawierajgce atomy
halogenowe (dla ELCD)
purt%z and « zwigzki aromatyczne
8240 B pakowana  odpady (ewerllotu- MS « zwigzki zawierajace atomy 79
alnie DAL) halogenowe
purtgg and « zwigzki aromatyczne
8260 A kapilarna  odpady (ewer?tu- MS « zwigzki zawierajace atomy 98
alnie DAI) halogenowe

P1D (Photojonization Detektor) - Detektor Fotojonizacyjny

ELCD (Electrolitylic Conductivity Detektor) - Detektor Przewodnictwa Elektrolitycznego
MS (Mass Spectrometer) - Spektrometr Mas

ECD (Electrone Capture Detektor) - Detektor Wychwytu Elektronéw

FID (Flame lonization Detector) - Detektor Ptomieniowo-Jonizacyjny

Matryca

Technika PT moze by¢ wykorzystana do oznaczania analitdw w probkach o du-
zej zawartos$ci zwigzkow nieorganicznych (wodapowierzchniowa [48,119,120,137],
morska [131, 138-140], Scieki [46, 47, 132]), wysokoczagsteczkowych zwigzkdw
organicznych (polimery, zwigzki humusowe), mieszanin niechomogenicznych (pty-
ny fizjologiczne [49, 134,135, 141, 142]), ktére przy zastosowaniu innych technik
izolacji wymagajg skomplikowanych operacji oczyszczania i przygotowania pro-
bek przed witasciwg analiza chromatograficzng. Ktopotliwa moze by¢ analiza pro-
bek tatwo pienigcych, co grozi zalaniem przewoddw i zaworu w stosowanym urzg-
dzeniu. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ dodatek substancji zwiekszajacej
napiecie powierzchniowe prébki (substancji antypienigcych) [108] lub stosowanie
tzw. filtréw piany.
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Granica oznaczalno$ci

Technika wyptukiwania za pomocg strumienia gazu ijednoczesnego wychwy-
tywania analitow na statym sorbencie umozliwia oznaczania bardzo niskich stezeh
analitow (od kilku do kilkuset ppt w potaczeniu z detektorem MS), poniewaz zwigzki
wyekstrahowane do fazy gazowej, sa w catosci wprowadzane do kolumny chroma-
tograficznej. Oszacowane wartosci granic oznaczalnosci techniki PT-GC-MS z wy-
kor2ystaniem kolumny Rtx-624 przedstawiono w Tabeli 9 [48].

Tabela 9. Wartosci granic oznaczalnosci analitéw w przypadku stosowania techniki PT [48]

Zwiazek Granica oznaczalnosci ||J.g dm’|
dimetylosulfid 0,083
tiofen 1221
dietylosulfid 5,063
benzen 0,125
toluen 0,065
etylobenzen 1,026
1,4-dimetylbenzen 0,181
dekan 0,918
undekan 0,737
1,2,3-trimetylobenzen 0,403
1,3,5-trimetylobenzen 0,438
1,2,4-trimetylobenzen 0,498
chlorobenzen 0,565
1,2-dichloroetan 3,511
trichloroeten 0.206
1,1,2-trichloroetan 6,162
tetrachloroeten 0,244
1,1,2,2-tetrachloroetan 0,240
1,2-dichlorobenzen 0,030
1,3,5-trichlorobenzen 0,027
1,2,4-trichlorobenzen 0,034
1,2,3-trichlorobenzen 0,033

heksachlorobutadien 0,104
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Dodatkowag zaletg techniki PT jest mozliwo$¢ analizowania probek o stosun-
kowo duzych objetosciach (5—0, a nawet 25 ml). NiedogodnoScig przy oznaczaniu
tak niskich stezen jest mozliwo$¢ zanieczyszczenia probki. Wystepujacy tzw. ,,efekt
pamieci” naczynka, moznajednak wyeliminowac przez silanizacje scianek naczyn-
ka i odpowiedni rezim pracy. Natomiast tto wnoszone przez strumien gazu ptucza-

cego mozna zmniejszy¢ stosujac efektywne sposoby oczyszczania strumienia gazu
[108-120],

Odzysk analitow

Odzysk analitu w przypadku stosowania techniki PT jest zalezny od efektyw-
nosci procesow: wyptukiwania analitdw z probki, zatrzymywania analitéw w pu-
tapce oraz ich uwolnienia z putapki.

Na efektywnos¢ etapu wyptukiwania analitow bezposrednio wptywac bedg
nastepujgce parametry [108, 111-116, 120]:

1. rodzaj oznaczanych zwigzkdw - w praktyce ilosciowy odzysk mozna osig-
gna¢ dla zwigzkoéw niepolamych lub stabo polarnych o stabej rozpuszczalnosci
w wodzie (< 2%), wzglednie lotnych (tw < 200°C) i stabilnych termicznie [148],
W przypadku zwigzkéw o wiekszej polamosci wskazane jest podniesienie tempera-
tury ptuczki, ale nic zawsze daje to pozadany efekt [108].

2. objeto$¢ gazu ptuczacego - wydajnos$¢ etapu wyptukiwania bedzie rosta
gdy wzrasta¢ bedzie stosunek v /v (duza objeto$¢ gazu ptuczacego i mata objetosé
probki). Zwiekszanie efektywnosci prowadzenia procesu wyptukiwania poprzez
wzrost objetosci gazu ptuczacego (proporcjonalny do czasu ptukania i natezenia
przeptywu strumienia gazu ptuczacego) jest z kolei ograniczony mozliwoscig prze-
bicia putapki sorpcyjnej i problemami technicznymi zwigzanymi z duzymi iloScia-
mi wody unoszonej przez gaz wyptukujacy [108, 116-121],

3. objetos¢ prdbki i zwigzana z tym objetos¢ naczynka - optymalna objetosé
prébki jaka poddaje sie analizie wynosi 5-25 ml. Poddawanie analizie prébek
0 wiekszych objetosciach prowadzi oczywiscie do obnizenia granicy oznaczalno-
$ci, ale wieksze objetosci prébek wymagaja z kolei zastosowania wiekszej objeto-
$ci gazu ptuczacego co moze z kolei prowadzié¢ do przebicia putapki [116].

4. temperatura prowadzenia procesu wyptukiwania - ogélnie mozna stwier-
dzié¢, ze wydajnos¢ etapu wyptukiwania bedzie rosta gdy wzrasta¢ bedzie tempera-
tura prowadzenia procesu ptukania i stosunek vgv (duza objeto$é gazu ptuczacego
1mata objetos$¢ prébki). Mozna wiec stwierdzié, ze dtuzszy okres przeptukiwania
w nizszej temperaturze daje te same efekty co krotszy etap ekstrakcji ale w wyzszej
temperaturze. Podnoszenie temperatury prowadzenia procesu wyptukiwania ma
szczegOlnie duzy wptyw na odzysk w przypadku oznaczania zwigzkéw w prébkach
silnie obcigzonych matrycg organiczng np.: Scieki. Wzrost temperatury powoduje
jednak zwiekszanie ilosci wody przedostajacej sie do gazu, co jest zjawiskiem nie-
korzystnym [108, 116-121].

5. pH wody oraz sita jonowa roztworu.
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Na etapie doboru odpowiedniego sorbenta nalezy kierowac sie nic tylko warto-
Scigobjetosci przebicia analitow, ale rGwniez mozliwoscig ich ilosciowej desorpcji.
Najczesciej stosowany jest polimer Tenax GC lub Tenax TA [111, 116-121, 149]
lub ztoza mieszane typu: Tenax TA/Si02wegiel aktywny [150,151] oraz Tcnax TA
/sito weglowe [122]. W przypadku analitow $redniolotnych oprécz ztoza polimeru
Tenax TA konieczne jest stosowanie drugiej warstwy, zabezpieczajacej ztoze gtow-
nie przed przebiciem przez lotniejsze zwiazki. Czesto do tego celu stosuje sie ztoze
sita weglowego np.: Carbosieve Il S [116]. Analiza zwigzkéw o szerokim spek-
trum lotnosci wymagajeszcze bardziej ztozonych sorbentéw lub zastosowania puta-
pki kriogenicznej [121, 123,150-152].

Czaso-, pracochtonnos¢, mozliwos¢ automatyzacji procesu

Technika PT charakteryzuje sie prostotg i szybkoscig w wykonaniu oraz fatwo-
Scig automatyzacji procesu. Przeniesienie analitéw do fazy gazowej utatwia zasto-
sowanie potaczen roznych modutdéw do izolacji analitéw bezposrednio z chromato-
grafem gazowym [153-156].

Koszt

Koszt stosowanego sprzetu w analizach przy wykorzystaniu techniki PT jest
stosunkowo wysoki. Mozliwe jest jednak wykonanie wielu tysiecy analiz najed-
nym urzadzeniu, co znacznie obniza koszt jednostkowy.

Aspekt prosrodowiskowy

Technika PT umozliwia zmniejszenie ilosci stosowanych rozpuszczalnikow,
badz tez catkowite ich wyeliminowanie z toku analizy (unika sie konieczno$ci uwz-
gledniania $lepej wartosci wnoszonej przez rozpuszczalnik oraz powstawania tok-
sycznych odpadow).

Modyfikacje techniki PT

Pomimo, ze technika PT jest juz dobrze rozwinieta i poznana, to wzrastajgce
zapotrzebowanie na badania analityczne duzej ilosci prébek wody cctcm oznacze-
nia coraz szerszej gamy zwigzkdw, na coraz nizszym poziomic stezed, w réznych
matrycach, wymusza dalsze prace badawcze nad modyfikacja istniejacych juz urza-
dzen i procedur analitycznych. Obejmujg one dziatania na rzecz usprawnienia catej
metodyki w celu zapewnienia ilosciowego przebiegu procesow wyptukiwania i wy-
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chwytywania analitow, minimalizacji tta i efektu pamieci, a takze modyfikacji ozna-
czef na etapie koncowym (dobranie kolumny o odpowiednich parametrach, progra-
mu temperaturowego oraz odpowiedniego detektora).

Jedng z takich modyfikacji opisang w literaturze byto zastosowanie kolumny
Rtx-624 (60 m x 0,32 mm z filmem fazy stacjonarnej (polidimetylositoksan mody-
fikowany grupami cyjanopropylowymi (6%)) o grubosci 1,8 jun) [48, 119]. W sto-
sunku do wczesniejszych prac [47] zastosowanie dtuzszej kolumny z cienszym fil-
mem fazy stacjonarnej umozliwito oznaczenie, a przede wszystkim rozdzielenie szer-
szej gamy zwigzkoéw —od bardzo lotnych jak np.: dimetylosulfid do mniej lotnych
typu trichlorobenzeny czy heksachlorobutadien - w jednym cyklu analitycznym.
Kolumna Rtx-624, zostata rowniez zaproponowana w projekcie normy 1SO/CD
15680 do rutynowego oznaczania lotnych zanieczyszczen (weglowodoréw aroma-
tycznych, naftalenu, zwigzkdw chloroorganicznych) przy pomocy techniki PT [157].

3.4. TECHNIKI IZOLACJI I/LUB WZBOGACANIA ANALITOW DO FAZY STALE]
LUB STACJONARNEJ

W przypadku oznaczania zanieczyszczeh w prébkach wod bardzo ,,czystych”
osiggana granica oznaczalnosci przy pomocy oméwionych do tej pory technik,
wydaje sie by¢ niewystarczajagca. Mozliwosci oznaczania szerokiej gamy zwigz-
kow (o roznej lotnosci) na nizszym poziomie stezen w wodach bardzo ,,czystych”
dajg techniki izolacji i/lub wzbogacania analitéw do fazy statej lub stacjonarnej. Sg
one oparte na wykorzystaniu zjawiska adsorpcji, rozpuszczonych w wodzie anali-
tow, na powierzchni ztoza sorbentu (faza stata) gtdwnie w wyniku dziatania sit Van
der Waalsa, lub wigzan wodorowych. Moze nastgpi¢ réwniez podziat analitéw po-
miedzy ciekty sorbent (faza stacjonarna) naniesiony na nosniku, a wodng matryce
probki [4, 73-76, 103, 158-170).

Szczegblnym przypadkiem zastosowania ekstrakcji do fazy statej jest wersja
tej techniki, potgczona z termiczng desorpcjg i chromatografig gazowg (ang. Solid
Phase Extraction Thermal Desorption —SPE-TD), kt6ra zostata zaproponowana
pod koniec lat siedemdziesigtych [160-162]. Proces izolacji i wzbogacania anali-
téwjest realizowany w trakcie przepuszczania strumienia analizowanej probki wody
przez kolumienke wypetniong sorbentem. Anality wzbogacone na sorbencie statym
sgnastepnie uwalniane w wyniku termicznej desorpcji na czoto kolumny chromato-
graficznej [48, 159, 160, 167, 169, 170]. Mimo, ze technika ta posiada wiele zalet
(wyeliminowanie z toku postepowania analitycznego uzycia rozpuszczalnika, ta-
twos¢ automatyzacji, mozliwosc jej zastosowania do szerokiej gamy zwigzkow), to
poczatkowo nic wzbudzita ona wiekszego zainteresowania. Ponownie zaintereso-
wano sie tg metodg na poczatku lat 90 [163-165], Jednakze w dalszym ciggu ukaza-
to sie niewiele prac na ten temat.
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Rodzaj analizowanych zwigzkéw

Przy pomocy techniki SPE-TD jest mozliwa izolacja i wzbogacanie analitéw o
szerokim spektrum lotnosci i polamos$ci (mozna uzyska¢ okreslong selektywno$¢
poprzez dobdr wiasciwego sorbentu). Umozliwia ona oznaczanie bardzo lotnych
zwigzkow, ktérych czasy retencji w przypadku np.: techniki LLE pokrywatby sie
z czasem retencji rozpuszczalnika [159, 160, 164, 166—168]. Nalezy sie jednak li-
czy¢ z mozliwoscig strat lotnych analitow na etapie suszenia ztoza.

Matryca

Technika SPE-TD moze z powodzeniem by¢ wykorzystywana do oznaczania
zwigzkdw organicznych w prébkach waéd ,,czystych” (bez zawiesiny) tj. w prob-
kach wody do picia, wody deszczowej, wody do produkcji Srodkéw farmaceutycz-
nych (leki, ptyny infuzyjne, kosmetyki) i innych. Nic nadaje sie¢ natomiast do wod
zanieczyszczonych czastkami statymi, poniewaz istnieje niebezpieczenstwo osa-
dzania sie zawiesiny na powierzchni sorbentu, blokowanie por sorbentu lub nawet
zmianajego wiasnosci chemicznych. Powoduje to szybsze i nieodwracalne zuzycie
ztoza sorbentu.

Granica oznaczalnosci

Zastosowanie procesu termicznej desorpcji, zamiast ekstrakcji rozpuszczalni-
kami w celu uwalniania zwigzkdéw ze ztoza sorbentu umozliwia znaczace obnizenie
granicy oznaczalnosci w analizach przy wykorzystaniu techniki SPE (do poziomu
ponizej ng-dnr3d) poniewaz zwigzki desorbowane termicznie sg w cato$ci podawane
na kolumne chromatograficzng. W badaniach przeprowadzonych na Politechnice
Gdanskiej oszacowana granica oznaczalnosci dla techniki SPE-TD-GC-MS (przy
pracy detektora MS w systemie SCAN) ksztattowata sie na poziomie kilku ng-dnr5
Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, zc w przypadku pracy de-
tektora w systemie SIM wydaje sie mozliwe osiggniecie granic oznaczalnosci na
poziomie 0,01 ng-dnr3 Tak niska granica oznaczalnosci powoduje, ze technika ta
moze by¢ z powodzeniem stosowana do prébek wod, charakteryzujacych sie bar-
dzo niskim poziomem zawartos$ci zanieczyszczen. W ramach prowadzonych badan
wykorzystano technike SPE-TD-GC-MS do kompleksowej analizy wod stosowa-
nych w przemysle farmaceutycznym [48, 169].

Odzysk

Podczas analizy z wykorzystaniem techniki SPE-TD-GC-MS nastepujg gtow-
nie straty lotnych analitow spowodowane etapem suszenia rurki sorpcyjnej. Propo-
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nowany proces suszenia ztoza w strumieniu przeptywajacego gazu (powietrza)
0 natezeniu 60 cm3min-' w temperaturze 80°C przez 5 min, okazat sie korzystny dla
zwigzkOw o temperaturach wrzenia powyzej 100°C [48,169,170]. Wysokie warto-
$ci odzysku (w granicach od 50% do 90%) otrzymano dla weglowodoréw aroma-
tycznych (benzen, toluen, ksyleny oraz zwigzki aromatyczne podstawione chlorem)
dladibromochlorometanu (82%), 1,1,2,2-tetrachloroetanu (powyzej 74%), tetrachlo-
roetenu (62%) i heksachlorobutadienu (80%). Natomiast zwigzki takie jak: bromo-
dichlorometan, bromochlorometan, bromotrichlorometan, 1,2-dichloroetan, cis-1,2-
dichloroeten, trans-1,2-dichloroeten, 1,1-dichloroeten, trichloroeten oraz zwigzkow
siarkoorganicznych (dimetylosulfid, dietylosulfid, tiofen) charaktyeryzowaly sie
niskimi wartosciami odzysku (ponizej 20%) [48, 169],

Technika SPE jest réwniez ograniczana etapem desorpcji ze ztoza sorbentu
lokazata sie szczegdlnie niekorzystna dla zwigzkéw o temperaturach wrzenia po-
wyzej 260°C takich jak: pentachlorobenzen i heksachlorobenzen. Prawdopodobna
przyczyng sg zimne miejsca w wykorzystywanym desorberze [48, 169].

Czaso-, pracochtonno$¢, mozliwos$¢ automatyzacji procesu

Technika SPE-TD charakteryzuje sie duzg praco- i czasochtonnoscig poszcze-
golnych operacji. Jednakze na korzys¢ tej techniki przemawia wyeliminowanie pro-
blemoéw zwigzanych z tworzeniem sie emulsji w procesie ekstrakcji (ekstrakcja ciecz-
ciecz), czy tez pienienia sie probki (ekstrakcja ciecz-gaz) oraz tatwos¢ usuniecia
wody i zwigzkow nieorganicznych, ktére w przypadku sorbentéw hydrofobowych
tylko w matym stopniu wigzg sie z powierzchnig sorbentu, co komplikuje analize.

Dodatkowym atutem jest mozliwo$é przechowywania analitéw zatrzymanych
na warstwie statego sorbentu przez dtugi okres czasu i przeprowadzenie analizy
w pbzniejszym czasie oraz tatwos¢ automatyzacji procesu.

Koszt

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

Aspekt prosrodowiskowy

Przeprowadzenie ekstrakcji przy pomocy techniki SPE jest mozliwe jedynie za
pomocakilku mililitrow rozpuszczalnika, lub tez catkowitej eliminacji rozpuszczal-
nika z toku postepowania analitycznego (uwalnianie zaadsorbowanych analitow na
drodze desorpcji termicznej).
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Modyfikacje metody ekstrakcji do fazy statej

Podstawowym problemem metody ekstrakcji do fazy statej jest koniecznos$é
usuwania wody ze ztoza stalego sorbentu po etapie izolacji, a przed wprowadze-
niem analitdw na czoto kolum ny chromatograficznej (po termicznej desorpcji uprzed-
nio zatrzymanych analitéw). Najstarszym proponowanym rozwigzaniem jest umiesz-
czenie rurek z zaadsorbowanymi analitami w eksykatorze wraz z srodkiem suszg-
cym takim jak: K,C03 Na2S04, Mg(C1042 PDs itp. [171-174]. Jednakze jest to
proces dtugotrwaty i moze powodowac straty zwiaszcza lotnych zwigzkéw. Mniej
czasochtonny sposéb osuszania ztoza opisany w literaturze polegat na dwustopnio-
wym odwirowaniu rurki ze ztozem sorbentu pod préznig (2 razy po 20 minut) [175],
Natomiast suszenie rurki ze zkozem sorbentu umieszczonej w termostatowanym piecu
(70°C) za pomocg strumienia gazu obojetnego - azotu (170 cm1lmin') przez okres
30 min [160] okazato sie procesem fatwym do automatyzacji, dlatego tez stato sie
przedmiotem zainteresowania zespotu badawczego na Politechnice Gdanskiej
[48, 131, 169,170, 176],

Pomimo opracowania pewnych modyfikacji techniki SPE potgczonej z termiczng
desorpcja (zwtaszcza odnosnie etapu suszenia ztoza), zakres dostepnych informacji
na temat tej techniki jest nadal bardzo ograniczony.

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

Idea termicznej desorpcji (ang. Thermal Desorption - TD), w klasycznym, wg-
skim rozumieniu to jeden ze sposobéw uwalniania analitéw zatrzymanych na ztozu
statego sorbentu, potaczony najczesciej z ich dalszg separacjg w uktadzie analitycz-
nym chromatografu gazowego lub cieczowego. Idea ta pojawita sie pod koniec lal
sze$cdziesigtych [177] i znalazta poczatkowo zastosowanie przy analizie lotnych
zwigzkéw organicznych w powietrzu [178-180]. Lotne zwigzki po zaadsorbowa-
niu na ztozu sorbenta w rurce sorpcyjnej sg wraz z rurkg umieszczane w piecu de-
sorbera. Wzrost temperatury pieca powoduje uwalnianie analitow do strumienia gazu
obojetnego przeptywajacego przez ztoze sorbenta, ktéry przenosi je na czoto ko-
lumny chromatograficznej.

Obecnie technika ta z prostego termicznego uwalniania analitdw ze ztoza state-
go sorbentu rozwija sie w kierunku budowy systeméw izolacji analitow, tgczonych
bezposrednio z chromatografem gazowym. Pomimo, ze mamy tutaj do czynienia
z r6znorodnoscigrozwigzan technicznych i zwigzangz tym réznorodno$¢ w nazew-
nictwie to zasada kazdej z tych technik opartajest na nastepujacej sekwencji opera-
cji: izolacja (jedno lub wielostopniowa) analitow do fazy gazowej, zawezanie pa-
sma analitow w mikroputapce (sorpcyjnej lub kriogenicznej), osuszania strumienia
gazu (gdy istnieje taka konieczno$¢), a nastepnie termiczne ich uwalnianie i wpro-
wadzanie w strumieniu gazu no$nego do kolumny chromatograficznej. W tym szer-
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szym ujeciu desorpcje termiczng mozna zdefiniowac jako system wprowadzania
analitow na kolumne chromatograficzng (desorber peini tu funkcje dozownika)
[74, 108, 111, 117, 118, 121, 177-180],

] ogromnym wzroscie zainteresowania mozliwos$ci wykorzystania techniki
termicznej desorpcji w analityce substancji organicznych napoziomie sladow, $wiad-
czy rosngca w ostatnich latach liczba publikacji oraz proponowanych rozwigzan
konstrukcyjnych [111, 113, 116-121, 128, 179, 180].

Rodzaj analizowanych zwiazkéw i matryca

Termiczna desorpcja analitow do kolumny chromatograficznej umozliwia ozna-
czanie szerokiej grupy zwiazkéw (o réznej lotnosci i polamos$ci) z matryc o roz-
nym, czesto bardzo skomplikowanym sktadzie (wykorzystanie sprzezonych z pro-
cesem termicznej desorpcji roznych technik izolacji i/lub wzbogacania). Istotnym
ograniczeniem techniki termicznej desorpcjijestjej przydatnos$¢ do bezposredniego
oznaczaniajedynie zwigzkow stabilnych termicznie. Zakresjej praktycznego wyko-
rzystaniajest uwarunkowany wikasnosciami sorpcyjnymi dostepnych sorbentéw, ktére
powinny charakteryzowac sie: duzg wytrzymatoscig termiczng (do temperatur rze-
du 3007400°C), mozliwoscig ilosciowego i odwracalnego przebiegu etapu adsorp-
cji i desorpcji analizowanych zwigzkow, niskim ttem wiasnym oraz niskim powino-
wactwem do wody. Takie warunki spetnia polimer Tenax-GC otrzymany po raz pierw-
szy w laboratorium w 1970 roku [149] na bazie politlenku 2,6-difenylo-p-fenylo-
wego. Znalazt on szerokie zastosowanie do izolacji i wzbogacania szerokiego spek-
trum zwigzkow z réznych matryc. Zastosowanie tego sorbenta w potagczeniu z de-
sorpcja termiczng umozliwia oznaczanie weglowodoréw alifatycznych (od C6) i aro-
matycznych (jedno- i wielopierscieniowych), pestycydow, aldehydow, fenoli, amin,
nitrozozwiagzkow, zwigzkow chloro-, siarkoorganicznych i innych w prébkach wod
réznego pochodzenia [46, 108, 111, 118, 177, 169].

Granica oznaczalnosci
Technika TD umozliwia oznaczania zwigzkéw na poziomie ppb, ppt, a nawet
ppq (gdyz na kolumne zostaje wprowadzona cafa ilos¢ uwalnianych zwigzkdéw).

Czaso-, pracochtonnos¢, mozliwos¢ automatyzacji procesu

Proces termicznej desorpcji, charakteryzuje sie matg praco- i czasochtonnoscia
operacji oraz tatwoscig automatyzaciji.
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Koszt

Technika TD charakteryzuje sie niskim kosztem jednostkowym analizy, pomi-
mowysokiej ceny aparatu do desorpcji termicznej (ten sam aparat umozliwia wyko-
nanie wielu tysiecy analiz).

Aspekt prosrodowiskowy

Technika TD umozliwia catkowite wyeliminowanie rozpuszczalnikdw z toku
procedury analitycznej

PODSUMOWANIE

Dotychczas opracowano szeroki wachlarz technik izolacji, wzbogacania oraz
oznaczania lotnych i Sredniolotnych zwigzkdw z prébek wodnych, jednakze ciggle
istnieje konieczno$¢ prowadzenia badan nad modyfikacjg istniejacych i opracowa-
niem zupetnie nowych rozwigzan. Wynika to przede wszystkim z ostrych wymo-
géw stawianych metodom analitycznym tj.: automatyzacja procesu, zmniejszenie
czaso- i pracochtonnosci, obnizenie kosztow, obnizenie granicy oznaczalno$ci,
a takze wyeliminowanie lub zmniejszenie zuzycia toksycznych i szkodliwych dla
Srodowiska rozpuszczalnikow.

Sposréd omowionych w niniejszej pracy technik izolacji/wzbogacania anali-
tow szczegolnie korzystnymi rozwigzaniami (spetniajacymi wyzej wymienionych
cechy) sg techniki izolacji do fazy gazowej lub ekstrakcji do fazy statej potgczone
z wymywaniem analitéw niewielkg iloscig rozpuszczalnika, lub ich uwalnianiem
termicznym. Natomiast szczeg6lnie korzystng technika, ze wzgledu na brak etapu
przygotowania probki przed wiasciwganalizg chromatograficzng (co zmniejsza cza-
so- i pracochtonnos¢ postepowania analitycznego) jest technika bezposredniego do-
zowania analitow do kolumny chromatograficznej (DAI). Gtéwnym ograniczeniem
limitujacym zakres zastosowania tychze rozwigzan jest charakter oznaczanych ana-
litéw (ich lotnosé, polamosc¢) oraz rodzaj matrycy (stopien jej obciagzenia). Niekie-
dy prosta modyfikacja istniejacej techniki wystarcza, aby rozszerzy¢ jej zakres za-
stosowania. Wykorzystanie np.: innych typéw kolumn (z odpowiednio dobrang faza
stacjonarna, gruboscigjej filmu, a takze dtugoscig kolumny), detektoréw powinno
umozliwié analize szerszego spektrum zwiazkéw (nie tylko bardzo lotnych) z roz-
nych matryc (nie tylko wod bardzo czystych) przy pomocy techniki DAI. Nato-
miast dobranie odpowiednich warunkéw prowadzenia procesu izolacji/wzbogaca-
nia i koncowej analizy moze umozliwié¢ zastosowane metod ekstrakcji do fazy ga-
zowej do analizy zwigzkéw mniej lotnych. Dodatkowo w ostatnich latach dazy sie
do tego, aby oznaczac jak najwiecej zwigzkow o réznej lotnosci i polamosci na
bardzo niskim poziomie stezeri w skomplikowanych matrycach w jednym toku po-
stepowania analitycznego.
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$redniolotne
SPE LLE
DAI
bardzo lotne PT

Stopien obcigzenia matrycy

Rysunek 1. Zakres zastosowania omawianych technik izolacji, wzbogacania zwigzkdéw organicznych z wody

w zaleznosci od lotnosci analitéw i ztozonosci sktadu matrycy

Na Rys. 1 przedstawiono zakres zastosowania uprzednio omoéwionych technik

izolacji, wzbogacania i oznaczania zwigzkdw organicznych z wody w zalezno$ci od
ich lotnosci i zkozonoSci sktadu matrycy.
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ABSTRACT

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

Betulin and its derivatives show: antitumor [3-8], antiviral (HIV-1) [9, 10],
antiinflammatory [12-14] and antiprotosoal [15] properties. The most promising,
however, is antitumor activity. Betulinic acid - a product of the selective oxidation
of betulin displays proapoptotic activity against several highly resistant tumor cells
in vitro and in vivo [3-8]. Apoptosis i.e. cell-suicide is induced only in “mutant”
cells and not in normal ones. EC3)(effective concentration causing death of 50% of
the ill cclls) of betulinic acid and its derivatives lie in the pM range [3,4, 6, 7].

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

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

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

Triterpeny sg to substancje o charakterze cyklicznych weglowodoréw, pow-
szechnie wystepujace w naturze. Stanowig one podklase wigkszej grupy zwigzkéw
naturalnych - terpenoidéw.

Triterpeny posiadajg najczesciej niearomatyczng strukture cztero- lub piecio-
pierScieniowg z grupami funkcyjnymi jak: hydroksylowa, karboksylowa, ketono-
wa, metylowa itp. orazjedno lub kilka wigzan podwdjnych w uktadzie izolowanym
lub sprzezonym. W przyrodzie wystepujg rowniez zwigzki o dwu lub trzcch pier-
Scieniach i sporadycznie liniowe.

Wyréznia sie okoto 40 podstawowych struktur (typow) triterpenéw a liczba
dotychczas poznanych zwigzkow tego rodzaju siega kilku tysiecy (1508 haset klu-
czowych w Dictionary of Terpenoids [1]). W stanic naturalnym wystepujg czesto
w postaci glikozydow lub glikozydoestiow - tworzac tzw. saponiny lub pseudosa-
poniny, a takze w potgczeniach z kwasami organicznymi i alkoholami.

Szczeg6lng pozycje wsrod tej bardzo interesujacej grupy zwigzkéw zajmuje
betulina. Wydzielona zostata w 1788 roku przez Lowitza i jest zapewne jedng
z pierwszych substancji naturalnych wyizolowanych z roslin [2], Podobnie jak wie-
le dotychczas wyizolowanych i zbadanych triterpenéw, betulina ijej pochodne wy-
kazuja szereg ciekawych wiasciwosci farmakologicznych. W 1995 r. zesp6l bada-
czy amerykanskich odkryl, ze kwas betulinowy - produkt selektywnego utleniania
betuliny, hamuje rozwdj niektérych nowotworéw poprzez indukowanie apoptozy,
czyli samobojczej (zaprogramowanej) Smierci komérek, przy czym proces len wywo-
tywany jest tylko w komorkach chorych [3,4]. Pochodne betuliny, obok hamujace-
go dziatania na rozwdj czerniaka MEL-2 [3, 5], wstrzymuja rozwdj niektorych in-
nych chemoopomych linii nowotworowych, m.in. neuroglejakéw [6, 7J; aktywne
sg takze wobec niektérych szczepow bakterii [8], wirusow, w tym wirusa HIV-1
[9, 10], zapobiegajg tworzeniu kamieni nerkowych [11], dziatajg przeciwzapalnie
[12-14], oraz antymalaiycznie w stosunku do bezptciowych erytrocytalnych sta-
diéw Plasmodiumfalciparum [15, 16]. Najbardziej obiecujace sposrod tu wymie-
nionych sgjednak wasciwosci przeciwnowotworowe. Aktywnos¢ pochodnych be-
tuliny in vitro jest bardzo wysoka, a wyraznie zaznaczone dziatanie wystepuje
w pikomolamym zakresie stezen (1). Jednoczes$nie toksycznos¢ tych zwigzkow jest
najczesciej mata lub znikoma [3,6-9].

1. WYSTEPOWANIE

Betulina wystepuje w wielu gatunkach roslin, lecz spotka¢ ja mozna takze
w $wiecie nieozywionym, np. w osadach organicznych, gdzie jej obecnos$¢ utatwia
okreslanie wieku probek w odkrywkach geologicznych [17]. Tritcrpcn ten wykryto
w ponad 240 gatunkach roslin w réznych czesciach morfotycznych jak: kora, ko-
rzenie, kwiaty, itd. W korze niektdrych gatunkdw brzéz, jak na przyktad wystepuja-
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cych powszechnie w Polsce brzozie brodawkowatej (Betula vemtcosa), czy omszonej
(Betula pubescens), zawarto$¢ betuliny jest najwieksza i moze przekracza¢ 25%
[2]. Biate gatunki brzéz zawdzieczajg jej swe charakterystyczne zabarwienie.
W wiekszych ilosciach (okoto 0,5—10%) betulina wystepuje w: Alnus crispa, Alnus
mgosa, Comptoniaperegrina, Diospyrosperegrina, Myricapensylwnica, Portere-
sia coarctata, Sorbus americana i innych.

2. BIOGENEZA

Bezposrednim prekursorem zwigzkow terpenoidowych: triterpendw i steroidéw,
jest liniowy weglowodor (35)-2,3-cpoksyskwalen. W zaleznosci od wyjsciowej kon-
formacji, jakg przyjmie ten zwigzek podczas cyklizacji, moga powstac rézne typy
strukturalne terpenoiddw. Sterole i triterpeny tetracykliczne powstaja, gdy enzym
katalizujacy reakcje ,utozy” czasteczke (3S)-2,3-epoksyskwalenu w konformacji
krzesto—odka-krzcsto-todka—endo, podczas gdy z konformacji krzesto—krzesto-
krzesto tworzone sg triterpeny pentacykliczne.

Biosynteza epoksyskwalenu jest procesem wielostopniowym. W pierwszym
etapie dwie czgsteczki pirofosforanu izopentenylu kondensujg tworzac dziesiecio-
weglowa czasteczke pirofosforanu geranylu. Odszczepienie protonu od tego zwigz-
ku powoduje powstanie kationu, ktéry jest nastepnie atakowany przez pirofosforan
izopentenylu. W kondensacji tej, przebiegajacej rowniez z odszczepieniem grupy
pirofosforanowej, utworzona zostaje czasteczka pirofosforanu farnezylu (15 at.
wegla). Reduktywnc potgczenie dwoch czgsteczek tego zwigzku, katalizowane przez
syntetaze skwalenu w obecnosci NADPH prowadzi do powstania skwalenu (sche-
mat 1). W obecnosci tlenu i NADPH skwalen ulega nastepnie utlenieniu do aktyw-
nego (3S)-2,3-cpoksydu podlegajacego z udziatem odpowiednich syntaz z klasy
cyklaz przeksztatceniu do formy cyklicznej kationu damarenylowego lub protoste-
rylowcgo w zaleznosci od Sciezki reakcji (triterpeny pentacykliczne/tetracykliczne
lub steroidy).

Dalsze etapy biosyntezy triterpenéw pcntacyklicznnych (schemat 2) przebie-
gaja z izomeryzacja kationu damarenylu do kationu lupenylu, poprzez kation baka-
renylu. Kation lupenylu moze podlega¢ dalszym reakcjom: utlenieniu z utworze-
niem grup hydroksylowych, lub/i karbonylowych, przegrupowaniom Wagnera-
Mccrweina (migracja grup metylowych), dchydrogenacji, badz przeksztatceniu do
kationu olcanylowcgo, z ktdrego powstajg niektére inne typy triterpenéw jak np.
ursan lub olcanan [18, 19].

Z kationu protosterylowcgo powstajgsteroidy zwierzece w cyklu przemian prze-
biegajacych przez lanosterol, lub steroidy roslinne i triterpeny czterocykliczne po-
przez cykloartcnol (schemat 3) [18, 19].

Znanych jest dotychczas 8 syntaz tritcrpcnowych [20, 21], jednakze syntaza
betuliny nic zostata dotychczas wyizolowana. Betulina powstaje prawdopodobnie
w wyniku utlenienia lupeolu przez cytochrom P-450 [22].
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Schemat 1



BETULINA 229

betulina inne triterpeny (typ oleananu, ursanu)

Schemat 2
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cykloartenol lanosterol

Schemat 3

3. IZOLACJA

Betulina jest zwigzkiem tatwo dostepnym ajej izolacjajest procesem fatwym,
nie wymagajacym wielkich naktadéw finansowych. Wydziela sie jg najczesciej
z kory brzozowej przez ekstrakcje rozpuszczalnikami organicznymi jak: chloro-
form, chlorek metylenu, heksan, benzen, toluen, czy etanol.

W Finlandii, w ktorej udziat kory brzozowej w odpadach przemystu drzewne-
go i papierniczego jest duzy, opracowano metode umozliwiajaca izolacje betuliny
naskale przemystowa; oszacowano, ze przeréb w tym kraju 200 tys. ton pulpy br/o-
zowej umozliwitby wydzielenie 2500 ton betuliny rocznie [23J). Zmielong w miy-
nach kulowych kore poddaje sie rozdziatowi flotacyjnemu. Lzejsze od wody frak-
cje lipidowo-triterpenowe zbiera sie z powierzchni, ekstrahuje mieszaning weglo-
wodordw alifatycznych (LIAV200) i po odparowaniu rozpuszczalnika poddaje kry-
stalizacji z azeotropu 2-propanol-woda lub 2-butanol-woda. W ten sposéb z 1kg
zewnetrznej kory brzozy mozna otrzymac 180 g betuliny o czystosci 95% [231

Na skale laboratoryjng najkorzystniejsza jest ekstrakcja w aparacie Soxhleta.
W zaleznos$ci od uzytego rozpuszczalnika stopien czystosci uzyskanego wyciggu
jest rézny. Najmniej zanieczyszczen przechodzi do benzenu i toluenu, wiecej do
chlorku metylenu a najwiecej do chloroformu. Surowy zwigzek poddaje sie dalsze-
mu oczyszczaniu przez wielokrotng krystalizacje z etanolu, lub przeprowadza
w dioctan, ktory po oddzieleniu od zanieczyszczen hydrolizuje sie do betuliny [2]
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4. BUDOWA | WELASCIWOSCI CHEMICZNE

Betulina —triterpen typu lupanu zbudowana jest z jednego pierscienia piecio-
cztonowego i czterech szesciocztonowych o wzajemnej orientacji trcifis-trans-trans-
trans [1, 2].

Z aktywnych ugrupowan posiada dwie grupy hydroksylowe i grupe izoprope-
nylowg przy C-19. Nazwa pdlsystematyczna to lup-20(29)-en-3|B,28-diol (IUPAC
9Cl) (1) [1].

Strukture niektorych pochodnych betuliny potwierdzono rentgenograficznie.
Na podstawie danych krystalograficznych okreslono, ze ester benzylowy kwasu
betulinowego ma konformacje kopertowg pierscienia cyklopentanowego (E) i krze-
stowe pozostatych pierscieni (A-D) [16], Analogiczng strukture ma 3-ketobetulina
[24], 3-Kctopochodne allobctuliny, jak np.: 2P-bromo-3-ketoallobetulina,2(3-bromo-
19|3,28-cpoksy-18oolcanan-3-on [25], 3-ketoallobetulina (allobetulon) w stanie kry-
stalicznym maja konformacje pierscieni od A do E kolejno: t6dka-krzesto-krzesto-
krzesto-koperta, natomiast w roztworze pierscienie A tych zwigzkéw wystepuja
w réwnowadze tddka-krzesto [26, 27].

5. PRZEKSZTALCENIA CHEMICZNE

Opisywane w literaturze reakcje jakim moze podlega¢ betulina obejmujg nie-
liczne obecne w czgsteczce grupy funkcyjne: hydroksymetylows, hydroksylowsa,
izopropenylowa, lub grupy metylowe i rzadziej przeksztatcenia w obrebie pierscie-
ni alicyklicznych.

5.1. UTLENIANIE

Utlenianie betuliny moze dotyczy¢ grup hydroksylowych, wigzania podwdj-
nego lub szkieletu weglowego. Powszechnie wykorzystywanymi czynnikami utle-
niajagcymi sag: KMn04, 0s04, Se02 03a takze kwas chromowy w postaci: PCC,
odczynnika Jonesa, lub stezonego, wodnego roztworu Cr03
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Selektywne utlenianie betuliny do kwasu betulinowcgo jest najdogodniejszym
sposobem otrzymania tego niezwykle interesujacego pod wzgledem wiasciwosci
biologicznych zwigzku [3]. Pierwszy reakcje te przeprowadzit w 1938 r. von Ruzic-
ka [28], przez utlenianie kwasem chromowym 3-octanu betuliny (otrzymanego
w wyniku czesciowej hydrolizy dioctanu betuliny). W trakcie tej reakcji twoizg sie
jednak rozne, nie do korica zidentyfikowane produkty uboczne, m.in kwasy dikar-
boksylowe, a catkowita wydajnos$¢ reakcji jest niska - ok. 30% [28J.

Podczas utleniania grupy hydroksylowej przy C-28 odczynnikiem Jonesa (CrO/
H,S04H,0) mozna otrzymac¢ rézne produkty w zaleznosci od zastosowanych wa-
runkéw. Gdy Srodowiskiem reakcji jest kwas octowy powstaje kwas betulinowy.
Przeprowadzenie utleniania w acetonie lub przy uzyciu tagodniejszych utleniaczy
jak PCC (chlorochromian pirydyniowy), czy odczynnik Swerna (DMSO/chlorck
oksalilu), umozliwia otrzymanie aldehydu betulinowcgo. Niezabezpieczona grupa
hydroksylowa przy C-3 ulega w obu przypadkach utlenieniu do ketonowej (sche-
mat” [18,29].

Schemat 4

Interesujagcym sposobem selektywnego utlenienia grupy hydroksylowej przy
C-28jest synteza opracowana przez Kima [30]. Pierwszorzedowg grupe hydroksy-
lowgbetuliny przeprowadza sie w eter tetrahydropiranylowy poprze/, przytaczenie
2,3-dihydropiranu do betuliny w obecnosci 4-tolucnosulfonianu pirydyniowego. Po
acetylacji drugorzedowej grupy hydroksylowej i odbezpieczeniu pierwszorzedo-
wej, utlenia si¢ jg do karboksylowej odczynnikiem Jonesa; catkowita wydajno$é
syntezy 54% [30],

Najwydajniejsza i nieco mniej skomplikowana jest metoda polegajgca na utle-
nieniu betuliny mieszaning CrO03H2504H,0 do kwasu bctulonowego a nastepnie
selektywnej redukcji grupy ketonowej przy C-3 za pomocag tetrahydroboranu sodo-
wego. Catkowita wydajnos¢ syntezy - ok. 70% [31], Ilo$¢ powstgjacego w trakcie
redukcji cc-izomeru kwasu betulinowego (epibetulinowego) zalezy od rodzaju uzy-
tego rozpuszczalnika. W tetrahydrofuranie stosunek izomerdw a:P wynosi 5:95 [30],
a w metanolu 15:75 [31], Otrzymanie w przewadze izomeru a mozliwe jest przy
zastosowaniu do redukcji kwasu bctulonowego odczynnika Mecrwoina-Verlcya-
Ponndorffa (izopropanolan glinu/alkohol izopropylowy) [32],
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Grupa izopropenylowa betuliny dos¢ fatwo utlenia sie w obecnosci nadkwa-
sow, chociaz reakcja ta nie przebiega catkiem typowo dla wigzania podwaojnego.
W obecnosci kwasu nadoctowego lub nadmréwkowego nie powstajg, jak moznaby
oczekiwaé 20,29-diole, ale dominuje tworzenie norpochodnych, czyli degradacja
czasteczki o jeden atom wegla. Produktami sg gtéwnie izomeryczne noralkohole
(47%) (2), norketon (3%) (3) i nienasycony aldehyd (2,5%) (4) [33]. Zastosowanie
tagodniejszego utleniacza jakim jest kwas mononadftalowy, umozliwito wydziele-
nie produktu posredniego, tj. mieszaniny izomerycznych oksiranow (5) [33]. Dal-
sze utlenianie tych epoksydéw kwasem nadmrowkowym daje identyczne produkty
jak w przypadku utleniania betuliny kwasem nadoctowym [33]. Gdy utleniaczem
jest kwas 3-chloronadbenzoesowy powstajg nieco inne produkty - aldehyd (50%)
(6) i spodziewany diol (40%) (7) [34],

OH
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Dalsze utlenienie mieszaniny tych zwiazkéw kwasem chromowym pozwala na uzy-
skanie samego norketonu 3 z dobrg wydajnoscig [33].

Norpochodne betuliny z grupa karbonylowg przy C-20 (19-nor-19-acetylopo-
chodne) (3) powstajg z dobrg wydajnoscig (ok. 60%) w wyniku ozonolizy grupy
izopropenylowej [35, 36, 37]. Dalsze utlenianie tych zwigzkéw tlenkiem chromu
(VI) w kwasie octowym powoduje usuniecie kolejnego atomu wegla i ostatecznie
otrzymanie di-nor-zwigzku z grupg karboksylowg przy C-19 (8) [38],

Zastosowanie nadtlenku wodoru do utleniania grupy izopropenylowej umozli-
wiawprowadzenie grupy hydroksylowej zjednoczesngeliminacjg atomu wegla przy
C-20; z dioctanu betuliny po utlenieniu i hydrolizie powstaje 3,20,28-trihydroksy-
20-nor-lupan (9) [23].

Gdy utleniaczem jest 0s04 powstajg diole; z betuliny powstaje 20,29-dihy-
droksydihydrobetulina (10) [23].

SeO, w sasiedztwie wigzania podwojnego wprowadza grupe aldehydowa lub/i
hydroksylowg. W $rodowisku etanolu z dioctanu betuliny tworzg sie: 3,28-diacety-
10-20(29)-lupen-30-al. (4) (10,5%) i 3,28-diacetylo-30-hydroksy-20(29)-lupen (11)
(9,4%) [36].

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

HXooc
HO

Schemat 5

Nadkwasy mozna rowniez wykorzystywac do przeksztatcania pierscienia A -
wprowadzenia dodatkowej grupy ketonowej lub jego otwarcia. Utlenianie nic po-
siadajacych wigzania podwojnego 20(29)-dihydro-3-ketopochodnych betuliny kwa-
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sem 3-chloronadbenzoesowym (wi-CPBA) powoduje w zaleznosci od warunkow
powstanie 3,4-sekopochodnych (powstajacy przejsciowo siedmiocztonowy pierscien
w warunkach reakcji ulega otwarciu i tworzy sie ester metylowy seko-kwasu), lub
2a-hydroksy-3-ketonéw. Gdy rozpuszczalnikiem jest metanol z dodatkiem kwasu
siarkowego w ilosci 0,01-0,1% (m/V) tworzg sie gtéwnie 2a-hydroksypochodne.
Obnizenie lub podwyzszenie stezenia kwasu (z réwnoczesnym przedtuzeniem lub
skroceniem czasu reakcji) powoduje, ze dominuje reakcja Bayera-Villigera i pow-
stajg sekozwiazki. Przyktadowo przy stezeniu kwasu siarkowego 0,005% z 3-lupa-
nonu tworzy sie ester 3-metylowy kwasu 4-hydroksy-3,4-sekolupanowego (z otwar-
tym pierscieniem A), a gdy stezenie kwasu wynosi 0,05% powstaje 2a-hydroksy-3-
lupanon (schemat 5) z wydajnos$ciami: 45 i 67% [34],

Poniewaz nadkwasy utleniajg wigzanie podwdjne, wprowadzenie dodatkowej
grupy karboksylowej do pierscienia A w obecnosci tego ugrupowania nie jest moz-
liwe, stosuje sie do tego celu inne reagenty. Utlenianie tlenem w obecnosci tert-bu-
tanolanu potasowego pozwala na wprowadzenie do piersScienia A 3-ketopochod-
nych betuliny 12 dodatkowej grupy ketonowej w pozycje 2.

Redukcja 2,3-diketobetuliny NaBH3CN z TiCl4 pozwala uzyska¢ pochodna
2,3-dikarboksylowag [35], podczas gdy utlenianie tego diketonu nadtlenkiem wodo-
ru w metanolowym roztworze KOH powoduje otwarcie pierscienia A i powstanie
kwasu 2,3-se/co-28-hydroksy-20(29)-lupen-2,3-dikarboksylowego, orazjego mono-
estrow metylowych jako produktéw ubocznych [40], Niezestryfikowany kwas di-
karboksylowy w obecnosci bezwodnika octowego tworzy octan cyklicznego bez-
wodnika z siedmiocztonowym pierscieniem A (13) [39].

Uzycie odczynnika Suareza pozwala rowniez na rozszczepienie pierscienia A
betuliny. Reakcja ta polega na naswietlaniu roztworu 28-octanu betuliny w heksa-
nie z dodatkiem jodu i diacetoksyjodobenzenu (schemat 6) [41].
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Schemat 6

5.2. IZOMERYZACJA

Grupa izopropenylowa i hydroksymetylowa znajdujg sie wzgledem siebie
w pozycji trans,jednak natyle blisko, ze mozliwajest reakcja pomiedzy nimi. Pierw-
szorzedowa grupa hydroksylowa betuliny do$¢ tatwo tworzy wigzanie eterowe
z ugrupowaniem izopropenylowym, czemu towarzyszy réwnoczesnie przegrupo-
wanie pierscienia E i powstanie zwigzku terpenowego o szesciu pierscieniach -
allobetuliny, tj. 19p,28-epoksy-18a-oleanan-3p-olu (14).

Tworzenie takiego eteru katalizowane jest kwasami, np. roztworem chlorowo-
doru w etanolu lub chloroformie, czy tez gorgcym stezonym kwasem mrowkowym
W tym ostatnim przypadku, obok allobetuliny tworzy sie gtéwnie jej 3-mrowczan
i inne nieokreslone produkty uboczne [42]. Izomeryzacja betuliny jak ijej 3-octanu,
czy tez 3-ketobetuhny do odpowiednich allozwigzkéw zachodzi prawic ilosciowo
pod wptywem siarczanu dimetylu (ok. 80%) [43], Cyldizacje te katalizujg réwniez
state katalizatory kwasowe, jak: kaolinit, montmorylonit KIO lub KSF, Zel krze-
mionkowy z kwasem siarkowym, lub ¢»-toluenosulfonowym. Reakcje przeprowa-
dzasie przez ogrzewanie triterpenu z katalizatorem w chlorku metylenu w tempera-
turze wrzenia, przez 0,5-6 h. Gdy grupa hydroksylowa przy C-3 jest nicpodstawio-
na, izomeryzacji towarzyszy dehydratacja i pogrupowanie pierScienia A -z betu-
my, poprzez allobetuline powstaje mieszanina izomerow (schemat 7) [44],
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Schemat 7

Lepszymi katalizatorami statymi sg FeCl3 lub Fe(N033na zelu krzemionko-
wym lub tlenku glinowym. Ich uzycie nie wymaga wczesniejszego zabezpieczenia
grupy hydroksylowej przy C-3 a proces zachodzi w ciggu 5-15 min. Dtuzsze jed-
nak ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej w obecnosci FeCl3na SiO, lub A1,03(przez
ok. 2 h) powoduje dehydratacje i powstanie mieszaniny izomeréw opisanych wy-
zej, lub 3-kctoallobctuliny w przypadku, gdy katalizatorem jest Fe(N033 na SiOz
[45], Bromowodor réwniez katalizuje izomeryzacje betuliny do allobetuliny, jed-
nak wydajnos¢ takiego przeksztatcenia jest niewielka, a podczas reakcji powstaje
wiele innych niepozadanych produktéw [42]. Gdy grupa hydroksylowa przy C-28
jest zabezpieczona, np. zacetylowana, woéwczas bromowodér powoduje jedynie mi-
gracje wigzania podwojnego z grupy izopropenylowej do pentacyklicznego pier-
$cienia E miedzy C-18 a C-19, bezjego powiekszenia czy powstania epoksydu (sche-
mat 8) [23].

Schemat 8
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Izomeryzacji ulegajg tatwo réwniez pochodne bctuliny. Np. w wyniku reakcji
laktonizacji 20,29-dinor-19-karboksybetuliny w bezwodniku octowym z dodatkiem
kwasu jo-toluenosulfonowego zachodzi epimeryzacja grupy karboksylowej przy
weglu C-19 (przechodzi ona ponad ptaszczyzne pierScienia) i tworzy sie cztero-
cztonowy pierscien laktonowy (schemat 9) [38].

HOOC,

Schemat 9

Grupe ketonowa z pozycji 3 mozna w warunkach reakcji Willgerodta-Kindle-
ra (przez ogrzewanie w temperaturze wrzenia 3-ketozwigzku w morfolinic z dodat-
kiem siarki) przenies¢ w pozycje 2 (mechanizm reakcji jest nieznany) [46],

5.3. DEHYDROGENACJA

Dehydrogenacja betuliny octanem rteci (1) w mieszaninie chloroform-kwas
octowy pozwala na wprowadzenie dodatkowego wigzania podwdjnego. Reakcja
dehydrogenacji betuliny jest niezalezna od obecnosci wolnych badz zwiagzanych
grup hydroksylowych w czasteczce, ale do jej zajscia niezbedna jest obecnos¢ wig-
zania podwojnego [47], W wyniku tego utleniania zostaje utworzone dodatkowe
wigzanie podwojne, pomiedzy C-12 a C-13 (15). Gdy grupa hydroksymctylowa
(lub karboksylowa) przy C-17 jest niezabezpieczona, reakcji odwodornicnia towa-
rzyszy utworzenie dodatkowego pierscienia cyklicznego eteru (estru). Cyklizacja ta
katalizowanajest kwasem obecnym w srodowisku reakcji. Z betuliny powstaje epok-
syd 13p,28-epoksy-20(29)-lupen-3p-ol (16a), natomiast z kwasu 3-acctylobctuli-
nowego tworzy sie lakton 16b. Podstawienie funkcji hydroksylowej lub karboksy-
lowej przy C-28 uniemozliwia zajscie cyklizacji i powoduje jedynie wprowadzenie
wigzania podwdjnego do wyjsciowej czasteczki. Z dioctanu betuliny tworzy sie
terpen z dodatkowym wigzaniem podwojnym w pierscieniu C 3p,28-diacetoksylu-
pa-12,20(29)-dien [47], Podobnie przebiega dehydrogenacja 20(29)-lupenu, 20(29)-
lupen-3-onu, i estru 3-hydroksy-20(29)-lupenu (zwigzki te nic posiadajg grupy hy-
droksylowej przy C-28) [48], Konfiguracja grupy izopropenylowej powyzszych
zwiazkow nie zostata potwierdzona.
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5.4. DEHYDRATACJA

Odszczepieniu grup hydroksylowych towarzyszy utworzenie wigzania podwoj-
nego lub przegrupowanie czasteczki triterpenu. Drugorzedowa grupa hydroksylo-
wa przy C-3 tatwo ulega odszczepieniu w reakcji Mitsunobu z utworzeniem wigza-
nia podwojnego miedzy C-2 i C-3. Roztwor betuliny w bezwodnym THF z trifeny-
lofosfing dodaje sie do 1,1’-azobis-(jV,/'/’-dimetyloformamidu) (azodikarboksylan
dietylowy - ang. DEAD) na fazni lodowej w atmosferze azotu (17) [9]. Uzycie
silnego czynnika odwadniajgcego, jakim jest POCI3w pirydynie powoduje odszcze-
pienie obydwu grup hydroksylowych betuliny i utworzenie podwojnych wigzan
zjednoczesnym przegrupowaniem Wagnera-Meerweina w pierscieniu A oraz E, tj.:
A-nor-19-izopropylooleanan-5(6), 17(22)-dienu (18).

Obecnos¢ lub brak wigzania podwdéjnego 20(29) nie ma wpltywu na zachodzg-
ce przegrupowanie. Selektywna dehydratacja umozliwia zmodyfikowanie kazdego
z pierscieni z grupg hydroksylowa (A lub E) z osobna [49],
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Tnnagstosowang metoda odszczepienia grup hydroksylowych z wprowadzeniem
wigzan podwaéjnych jest solwoliza pochodnych tosylowych. W wyniku acetolizy
3-podstawionych zwigzkéw w bezwodnym kwasie octowym z octanem sodu pow-
staje mieszanina A-nor-izomerdw z wigzaniami podwojnymi 3(5) 18 i 5(6) 19,
natomiast odszczepieniu grupy tosylowej przy C-28 w tych samych warunkach towa-
rzyszy powstanie tylko jednego wigzania podwojnego z przegrupowaniem pierscie-
nia E (20) [49].

Zmiana warunkéw hydrolizy prowadzi do otrzymania innych produktow.
W wyniku solwolizy 3-tosylowej pochodnej kwasu betulinowego w uktadzie DMF/
AcONa nie dochodzi do przegrupowania Wagnera-Meerweina jak w przypadku
acetolizy, a powstajgce wigzanie podwdjne wprowadzone jest miedzy C-2 i C-3
(powstaje kwas 2(3), 20(29)-lupadieno-28-karboksylowy) [35, 50].

i) Ac20, DMAP, NEt3 CHZCI2
ii) piryd,, THF

iii) Pb(OAC)4, HOAC
iv) NaBH4>NaOH

K2C03, MeOH

") N2H4, glik. etyl., 1-butanol
ii) KOH

Schemat 10
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Mechanizm omawianych reakcji polega prawdopodobnie na utworzeniu nie-
trwatych, szybko ulegajacych przegrupowaniu karbokationéw. Badania konfigura-
cyjne dehydratacji 3-acetylodihydrobetuliny wykazaty, ze w reakcji tej nie biorg
udziatu atomy C-18 i C-19 [51].Odszczepienie grupy hydroksylowej za pomocg
POCI3jest reakcja typu E2, podczas gdy solwoliza pochodnych tosylowych cze-
sciowo E-I [49], co moze wyjasnia¢ powstawanie izomeréw w tym drugim przy-
padku.

Opisywane sg rowniez w literaturze przeksztatcenia betuliny umozliwiajace
uzyskanie z niej norpochodnych typu oleananu. W wyniku skomplikowanej synte-
zy z oksymu 3-ketoallobetuliny otrzymano 19,28-epoksy-24-nor-18a-oleanan (sche-
mat 10), tritcrpen wystepujacy w niektdérych ztozach organicznych, np. w ropie naf-
towej z kanadyjskiej czesci Morza Beauforta [52],

5.5. UWODORNIENIE

Hydrogcnacja wiazania podwdjnego zachodzi z bardzo dobrgwydajnoscig przez
bezposrednie przytgczenie wodoru przy udziale katalizatora. Najczesciej jest to pal-
lad na weglu aktywnym [53] lub tlenek platyny (katalizator Adamsa) [54], Reduk-
cje ta przeprowadza sie w kwasie octowym zatem grupa hydroksylowa przy C-28
wymaga zabezpieczenia, aby nic zachodzita izomeryzacja czasteczki do allobetu-
liny.

Homogeniczne uwodornienie/deuterowanie mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu
katalizatora Wilkinsona, tj. kompleksu chloro-/m(trifenylofosfma)rodu(l). Metoda
ta pozwala na selektywng redukcje wigzan egzocyklicznych wobec endocyklicz-
nych, czy wprowadzonej grupy nitrylowej z wydajnoscig prawie ilosciowg [55],

5.6. PODSTAWIONE POCHODNE

5.6.1. Estry

Betulina ulega stosunkowo tatwo reakcji estryfikacji, aczkolwiek z poréwna-
nia statych szybkosci estryfikacji chlorkiem benzoilu wynika, ze pierwszorzedowa
grupa hydroksylowa tego zwigzku (C-28) jest 25 razy mniej reaktywna niz w innym
diolu - glikolu etylenowym, a drugorzedowa grupa hydroksylowa betuliny (C-3)
jest czterokrotnie mniej reaktywna od pierwszorzedowej [56]. Rdznica reaktywno-
Sci grup hydroksylowych w obrebie czasteczki réwniez zaznacza sie dos¢ wyraznie
- drugorzedowa grupa hydroksylowa przy C-3 wolniej ulega estryfikacji (trudniej
hydrolizie) niz pierwszorzedowa przy C-28. Wykorzystuje sie to niekiedy do synte-
zy 3-estréw betuliny, przez czesciowg hydrolize pochodnych diestrowych. Hydroli-
ze diestru przeprowadza sie na zimno stosujgc stechiometryczngw stosunku do odta-



242 J. ACHREM-ACHREMOWICZ, z . JANECZKO

czanej czasteczki kwasu ilos¢ alkoholowego roztworu wodorotlenku lub weglanu
litowca [28].

Niektore 28-monoestry mozna otrzymac przez dziatanie na zimno w temp. 0°C
roztworem bezwodnika kwasowego w pirydynie na betuline [57],

Diestry otrzymuje sie przy uzyciu nadmiaru odpowiedniego bezwodnika lub
chlorku kwasowego w obecnosci pirydyny i niekiedy 4-dimctyloaminopirydyny
(DMAP) jako katalizatorow. Do estiyfikacji nic mozna stosowac¢ kwasow, gdyz
powodujg one izomeryzacje w obrebie pierscienia E. Przyktadowo w reakcji betuli-
ny z kwasem mréwkowym powstaje 3-mrowczan allobetuliny [42, 43].

5.6.2. Zwigzki azotowe

Wymiana zmodyfikowanych funkcji tlenowych betuliny na inne jest raczej ta-
twe. Kwas betulonowy (3-ketobetulinowy) w reakcji reduktywnej aniinacji octa-
nem amonowym w obecnosci NaBH3CN w metanolu daje z wydajnoscig ok. 60%
mieszanine izomerow kwasu 3-aminobetulinowego z przewagg formy @3 (stosunek
P:a95:5) (schemat 11) [29].

Schemat 11

W reakcji pochodnych betuliny posiadajagcych funkcje karbonylowg (3-kcto-
betuliny lub aldehydu betulinowego) z chlorowodorkiem hydroksyloaminy lub
metoksyloaminy w etanolowym roztworze NaOAc tworzg sie odpowiednie oksymy
[29], ktdre tatwo ulegajg przeksztatceniom do nitryli. Przyktadowo 28-oksym 3-
octanu aldehydu betulinowego podczas acetylowania na gorgco przeksztatca sie w
3-octan nitrylu kwasu betulinowego, ktory po zredukowaniu daje 28-amino pochodng
(acetylo-28-aminolup-20(29)-en) (schemat 12) [58].
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Schemat 12

5.6.3. Potaczenia z aminokwasami

Amidowe potgczenia kwasu betulinowego z aminokwasami posiadajg niekie-
dy silniejsze wasciwosci cytostatyczne wobec niektoiych linii nowotworowych niz
sam kwas betulinowy. Ich zaletgjest takze nieco lepszarozpuszczalno$¢ w wodzie -
od 5 do 100 krotnie wieksza w stosunku do praktycznie nierozpuszczalnego kwasu
betulinowego [5]. Zwigzki te otrzymywane sg w reakcji kwasu betulinowego z es-
trami metylowymi aminokwasow jak: fenyloalanina, tyrozyna, glicyna, metionina,
tryptofan, izoleucyna, leucyna, kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, alanina,
prolina i walina w obecnosci 1,3-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) i dimetylo-
aminopiiydyny (DMAP) w temp. pokojowej w atmosferze azotu; grupe metylowa
odszczepia sie przez hydrolize roztworem LiOH w mieszaninie THF/H,0 [5].

5.6.4. Glikozydy

Wydajng glikozylacje mozna przeprowadzic fgczac stechiometiycznie acetylo-
wane glikale z odpowiednim triterpenem w obecnosci LiBr i protonowanej sulfono-
wej zywicy jonowymiennej jako katalizatoréw w bezwodnej mieszaninie chlorku
metylenu z acetonitiylem (1:1). Ze wzgledu na obecnos¢ kwasu, grupa hydroksylo-
wa przy C-28 wymaga uprzedniego zabezpieczenia.

W opisany wyzej sposdb otrzymano dotychczas dwa 3P~glikozydy betuliny
z 2-deoksy-a-L-arabinozg i 2,6-dideoksy-a-L-arabinozg [59].
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6. PRZEKSZTALCENIABIOTECHNOLOGICZNE

W hodowlach zawiesinowych niektore mikroorganizmy zdolne sg do przeksztat-
cania kwasu betulinowego do hydroksy- i ketopochodnych. Metabolity kwasu be-
tulinowego z hodowli Bacillus megaterium ATCC 14581 to: kwas 3-ketobctulino-
wy (3-keto-20(29)-lupen-28-karboksylowy), kwas 7P-hydroksybetulinowy (row-
niez otrzymany z hodowli Mucor mucedo UI-4605) i kwas 6a,7P-dihydroksybetu-
linowy. Szczep Cunninghamella elegans ATCC 9244 syntezuje kwas 1P,7P~dihy-
droksybetulinowy [60]. Przeprowadzono réwniez glikozydacje kwasu betulinowe-
go do 28-P-D-glukopiranozyloestru przy pomocy szczepu grzybdw Cunningamella
sp. NRRL 5695 jednak z bardzo matg wydajnoscig- 0,77%. Otrzymany glikozydo-
ester kwasu betulinowego w przeciwieristwie do wolnego triterpenu nie wykazuje
aktywnosci wobec wielu linii czerniaka ludzkiego [61].

Betulina od ponad dwustu lat jest przedmiotem zainteresowania chemikow
a w ostatnim czasie réwniez farmaceutow. Zwigzek ten o ciekawej, skomplikowa-
nej strukturze w przeciwienstwie do wigkszosci substancji naturalnych, mozna po-
zyskiwa¢ w duzych ilosciach, nawet na skale przemystowa.

Betulina ijej pochodne posiadajg interesujace wtasciwosci biologiczne, w tym
przeciwnowotworowe. Aktywno$¢ tych substancji jest wyrazna w pikomolamym
zakresie stezen, a ich toksycznos¢ jest z reguty bardzo mata. Dzieki tym cechom,
triterpen ten stanowi bardzo dobiy materiat wyjsciowy do dalszych poszukiwan
wysoce aktywnch $rodkéw farmakologicznych i pracc takie sg juz podejmowane
w wielu osrodkach naukowych na catym Swiecie.
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ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

lJ-Moreover, 1,8-naphthyridine derivatives have been found to be active as inhi-
bitors ofplatelet aggregation agents 53-54 [42,43]; antiviral 56-57 [45,46] and an-
tialergic agents 62 [50, 51]. These derivatives possess bronchodilating 64 [52, 53],
antiflammatoiy and sedative properties 67 [54-57].
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WPROWADZENIE

Pochodne L8-naftyrydyny i jej izomer6w stanowig grupe potgczen, ktérym
w ostatnich pietnastu latach poswiecono ponad tysigc publikacji. Liczng grupe tych
prac stanowig opisy patentowe wielokierunkowego zastosowania ich pochodnych.
Najczesciej jednak cytowane sg prace poswiecone biologicznym wiasciwosciom
pochodnych 1,8-naftyrydyny [1, 2].

Na Swiatowym rynku farmaceutycznym, oprécz uznanych juz chemioterapeu-
tykdw takich jak kwas nalidiksowy, enoksacyna czy tosulfoksacyna nadal poszuku-
je sie nowych potaczen 1,8-naftyrydyny o interesujgcych witasciwosciach biologi-
cznych. Poszukiwania aktywnych potaczeri skupione sa gtéwnie na modyfikacji
struktury substancji aktywnych o okreslonym profilu farmakologicznym. Wsrod
zbadanych dotad réznych pochodnych 1,8-naftyrydyny wicie z nich wykazuje dzia-
fanie bakteriobdjcze, hipotensyjne, diuretyczne, antymalaryczne, antydepresyjne,
antyalergiczne oraz przeciwnowotworowe.

1.POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIALANIU
PRZECIWBAKTERYJINYM

1.1. CHINOLONY

Pierwszg pochodng 1,8-naftyrydyny, ktéra znalazta zastosowanie w lecznic-
twie byt kwas nalidiksowy (1). Kwas nalidiksowy (1) wykazuje dziatanie przeciw-
bakteryjne i nalezy do chemioterapeutykéw z grupy azachinolonéw [3].

)

Chinolony dziataja bakteriobéjczo przede wszystkim na pateczki jelitowe ale
odznaczajg sie réwniez niewielka aktywnoscig wobec nicfcrmcentujacych pateczek
Gram(—, beztlenowcéw oraz ograniczong aktywnos$cig wobec drobnoustrojéw
Gram(+). Znajdujg zastosowanie w leczeniu uktadu moczowego i w znacznie mniej-
szym stopniu uktadu pokarmowego. W USA chinolon jakim jest ciprofloksacyna
uznawanyjest za lekarstwo nawaglika [4], Chinolony sg na og6t dobrze tolerowane
przez organizm i prawie catkowicie wydzielane z moczem, czesciowo w postaci
niezmienionej, a czesciowo jako wolne lub zwigzane metabolity.
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Azachinolon jakim jest kwas nalidiksowy (1) jest aktywny wzgledem pateczek
jelitowych, gtdéwnie Escherichia coli, Klebsiella i Enterobacter. Mechanizm jego
dziatania, podobnie jak wszystkich chinolonéw, polega na hamowaniu syntezy bak-
teryjnego DNA. Jest on gtdwnie stosowany w leczeniu zakazen uktadu moczowego
[5], W organizmie ulega przemianie do kwasu 4-hydroksy-7-metylo-1,8-naftyrydy-
no-3-karboksylowego (2), ktéry jest rdwniez mikrobiologicznie czynny.

Jeden ze sposobdéw otrzymywania kwasu nalidiksowego polega na cyklizacji
estru etylowego kwasu a-karboetoksy-R-A/'-(6-metylo-2-piiydylo)aminoakiylowe-
go (3), hydrolizie wytworzonego estru 3, a nastepnie Af-alkilowaniu powstatego
kwasu 2 jodkiem badz fosforanem etylu (Schemat 1) [6-9], Przedstawiony na Sche-
macie 1spos6b otrzymywania kwasu nalidiksowego stanowi og6lny schemat syn-
tezy wiekszosci chinolon6w zawierajgcych w czasteczce uktad 1,8-naftyiydyny.

Schemat |

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

r,H<OOC COOC->H<

Schemat 2



252 P.SURYLO, R KOWALSKI, M. HOLDA

Cyklizacje 3 do 4 mozna prowadzi¢ w obecnosci dibenzylobenzenu, kwasu
polifosforowego (PPA), trichlorku tlenku fosforu(V), oleju parafinowego lub bez-
wodnika octowego. Najlepszejednak wyniki uzyskuje sie przy zastosowaniu wyso-
kowrzacych neutralnych rozpuszczalnikéw takich jak np. olej parafinowy lub para-
fina [7]. Zastosowanie trichlorku tlenku fosforu(V) w PPA jako rozpuszczalniku
sprawia, ze cyklizacja 3 zachodzi z utworzeniem 3-karboetoksy-4-okso-6-metylo-
piiydo-[l,2-a]-pirymidyny (7), z ktérej po termicznym przegrupowaniu uzyskuje
sie 3-karboetoksy-7-metylo-4-hydroksy-1,8-naftyrydyne (4), potprodukt stosowa-
ny w syntezie 1 (Schemat 3) [11].

Schemat 3

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

Schemat 4

Cyjanowe lub acetylowe pochodne estru kwasu P-AL(6-metylo-2-pirydylo)-ami-
noakrylowego 10 ulegaja termicznej cyklizacji do pochodnych 1,8-naftyrydyny 11,
ktore po hydrolizie (gdy R = CN) lub utlenieniu (gdy R = COCH,) tworzg kwas
4-hydroksy-7-metylo-I,8-naftyrydyno-3-karboksylowy (2) [10], potaczenie stoso-
wane w syntezie 1 (Schemat 5).
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r=cn,coch3
Schemat 5

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

AMCOOCZE @)
x X * A »«,
tas

H3C N Cl H3<r'N)§I)I//?\I")§/OCZI-5
C25

12 13 14
(0] (0]
"'VAMCOOCD COOH

cyklizacja p iT T D ntlenianie _ 11111
y 2) cyklizacja*"" J)
H3C N I\II HXT ~N NI
C2H COH5

15
Schemat 6

1.2. FLUOROCHINOLONY

Do pochodnych kwasu nalidiksowego, wykazujacychwiekszg od niego aktyw-
nos¢ przeciwbakteryjng, nalezg potgczenia zawierajgce atom/atomy fluoru w cza-
steczce. Zwigzki te nalezg do drugiej generacji chinolonéw zwanej fluorochinolo-
nami. Fluorochinolony charakteryzuje lepsza wchianialno$¢ oraz szersze spektrum
dziatania przeciwbakteryjnego niz chinolony. Badania zaleznosci miedzy budowa
a aktywnoscig fluorochinolonéw wykazaty, ze obecnos¢ podstawnika alifatyczne-
go lub cykloalifatycznego w potozeniu N-1 wzmaga dziatanie przeciwbakteryjne.
Podstawnik piperazylowy w potozeniu C-7 rozszerza spektrum dziatania, atom flu-
oru w pozycji C-6 zwieksza aktywnos¢ leku na bakterie Gram(-) i rozszerza spek-
trum dziatania na bakterie Gram(+). Jednocze$nie obecnos¢ atomu/atoméw fluoru
w czasteczce zapewniajej lipofilowosé.
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Przedstawicielem fluorochinolonéw posiadajgcych w swej budowie ukiad
1,8-naftyrydyny jest enoksacyna (16) [14], Modyfikacja czgsteczki enoksacyny po-
przez zamiang grupy etylowej w pozycji N -1 uktadu oraz poprzez acylowanie badz
metylowanie atomu azotu w podstawniku piperazynylowym pozwolito otrzymaé
szereg nowych biologicznie aktywnych potgczen 17. Z wykonanych badan farma-
kologicznych wynika, ze pochodne 17 dziatajg gtéwnie na bakterie Gram(+) (m.in.
Staphylococcus aureus) i Gram(-) (Escherichia coli oraz Peudomonas aeruginosa
Tsuchijima) [15].

Ri
17
R=ch=ch2cii2ch2f,chf2
R, = H, CMj, COCHi

Zastagpienie podstawnika piperazynylowego w enoksacynie uktadem 1-azaety-
dyny, pirolidyny badz piperydyny pozwala otrzyma¢ caty szereg nowych wysoce
aktywnych potaczen 18-20 [16].

o] o] °
S"AOOH RnirA/COOH

R=c2hs,ch=ch2 ch2ch?2f
Ri=NH2CH3NH,OH

W efekcie prowadzonych badan nad modyfikacjg czasteczki enoksacyny otrzy-
mano i wprowadzono do lecznictwa kolejne pochodne 1,8-naftyrydyny takie jak:

esafloksacyna (21), tosulfoksacyna (22), trowafloksacyna (23) i alatrofloksacyna
(24) [5, 17].



BIOLOGICZNIE AKTYWNE POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY 255

© o)
COOH

TXxXV

21; R=C2H5 23; R=NH2

F

2,R=-"~"-f 24 R=

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

T O

i
c2hb5
25 26

Schemat 7

Metoda otrzymywania tosulfoksacyny (22), trowafloksacyny (23) i alatroflok-
sacyny (24), ze wzgledu na obecnos$¢ podstawnika arylowego w potozeniu N-I ukta-
du, jest r6zna od stosowanej przy otrzymywaniu kwasu nalidiksowego. Zwigzkiem
wyjsciowym w syntezie tych potgczen jest kwas 2,6-dichloro-5-fluoro-3-pirydyno-
karboksylowy (27), a wprowadzenie podstawnika 2,4-difluorofenylowego do ukta-
du nastepuje na etapie reakcji 28 z 2,4-difluoroaniling. Powstaty w reakcji 29 w wy-
niku cyklizacji i hydrolizy a nastepnie aminowania ulega przeksztatceniu do 22-24
(Schemat 8) [18].
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Schemat 8

1.3. INNE POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIA:ANIU
PRZECIWBAKTERYJNYM

W literaturze opisywane sg syntezy wcigz nowych potgczen, ktére sg najcze-
Sciej analogami strukturalnymi kwasu nalidiksowego (1) lub enoksacyny (20). Jako
przyktady moga postuzy¢ 7-trifluorometylo- oraz 7-trichloromctylopochodnc kwa-
su nalidiksowego (31) badz kwas 6-chloro-I-etylo-1,4-dihydro-4-okso-7-(I-piroli-
dyno)-1,8-naftyrydyno-3-karboksylowy (32) oraz pochodne kwasu 1,2,3,4-tctcra-
hydro-4-okso-I,8-naftyrydyno-3-karboksylowego 33 wykazujace rowniez aktyw-
nos¢ przeciwbakteryjng [15, 19].

X=F,Br RI- ch3.C2115Ccak
R2= H, CH3, CIIZ200C2H2
R3=H, CH3, Cll1I5, CII2ZCH(CMB3)2
Z= COOC2H5 CO0C4il,, CONH-i, CN
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Badania aktywnosci potgczen 33 i aktywnosci kwasu nalidiksowego (1) pro-
wadzone in vitro oraz in vivo wykazaly, ze poréwnywalng aktywno$¢ przeciwbak-
teryjng do 1 wykazuje tylko ester etylowy oraz n-butylowy kwasu I-etylo-1,2,3,4-
teterahydro-7-metylo-4-okso-1,8-naftyrydyno-3-karboksylowego (33) [20].

Do preparatéw o dzialaniu przeciwbakteryjnym nalezg takze pochodne 1,8-
naftyrydyny o strukturze 34 (3,8-di(2-podstawione-1,8-naftyrydyno-3-yl)benzo[l,2-
e:4,5-e’1bis[l,3,4]-oxadiazino-5,10(IH,6H)-diony). Sg one aktywnymi preparata-
mi przeciw bakteriom Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis
i Bacillus mycoides i mogaby¢ zatem stosowane w miejsce aminoglikozyddéw [21].

@ N
+A TN
ho0

34
R= CH3 Cpa, OH, C6H5

Bardzo silne dziatanie przeciwbakteryjne, poréwnywalne z dziataniem kwasu
pipemidowego (35), wykazujgpochodne triazo[4.5-b]- oraz imidazo[4.5-b]l,8-naf-
tyrydyny 36 [22].

)
COOH
H" 3% " 36
X =N, CH
R! = H, CH3

R2= C2Hs, CH=CH2j C2H4C1

Dziatanie przeciwbakteryjne wzgledem Escherichia coli wykazuje takze nitro-
wa pochodna estru etylowego kwasu 1,2,3,4-tetrahydro-4-okso-I,8-naftyiydyno-3-
karboksylowego 37 [23], a przeciw drobnoustrojom —szczegdlnie Trichomonas va-
ginalis—nitropochodna 7-amino- 1-etylo-1,4-dihydro-4-okso-3-karboetoksy-I,8-naf-
tyrydyny 38 [24],
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coocshb

Z ostatnich doniesien literaturowych wynika, zc poszukuje sie wcigz nowych
Srodkdéw przeciwbakteiyjnych w grupie pochodnych 1,8-naftyrydyny, do ktérych
nalezg2-aminopochodne-1,8-naftyrydyny 39 i 40 [25, 26],

R=CH3CH2Br,CHBIr2 R, = NH2, NCHN(CH3)2 NCnOC2H5
R2= OC2H5 NHNH2j morfolino, ppeiydyno

2.POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIALANIU
PRZECIWMALARYCZNYM

Duza grupe zwig2kéw o dziataniu przeciwmalarycznym stanowiag pochodne
chinoliny [27]. Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne pomiedzy chinoling
a naftyrydyna zaczeto prowadzi¢ badania nad zastosowaniem naftyrydyn w lecze-
niu malarii w nadziei, ze aktywnos$¢ badanych pochodnych 1,8-naftyrydyny bedzie
zblizona do aktywnosci pochodnych chinoliny [28,29]. Z opisanych badan wynika
jednak, ze pochodne 1,8-naftyrydyny sa mato aktywne jako preparaty przcciwma-
laiyczne. | tak potaczenia 41 w teScie in vitro, charakteryzuja sie stabg aktywnoscia

wzgledem Plasmodium vinckei vinckei [28] natomiast pochodne 42 nic wykazaty
aktywnosci przeciwmalarycznej [29].
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NHR

R, =CH3, C,H5
r2=r3=h,ch3

r,=r2=h, CH3Cl

3. POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIALANIU
NA UKLAD KRAZENIA

Cenng wilasciwoscig niektdrych pochodnych 1,8-naftyrydynyjest ich dziatanie
hipotensyjne i z tego wzgledu wzbudzity zainteresowanie jako preparaty obnizaja-
ce ci$nienie krwi. Z badan wykonanych na psach wynika, ze szczeg6lng aktywnos$¢
hipotensyjng wykazujg pochodne 2-amino- i 2-hydroksy-1,8-naftyrydyny 43. Polg-
czenia te, w dawkach 5-75 mg/kg, obok dziatania hipotensyjnego wykazywaty tak-
ze dziatanie bronchodylatacyjne [30, 31].

13
R, = OH, NH2 R=H,CONH2
R2=H, NH2, N(CH3)2,2-pirydyl, NO2
R3= H, NH2,4-pirydyl, NHCOCH3, CF3, CH3, CF2CF3
R4=H,CF3)CH3
R5= CF3,CH3>CF2CF3
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Podobne witasciwosci hipotensyjne wykazujg pochodne hydrazydu 1,2,3,4-te-
trahydro-4-okso-1,8-naftyrydyny 44, co wykazano w badaniach przeprowadzonych
na szczurach [32],

Ferrarini i wsp. dostrzegajac podobierstwo I-(4-amino-6,7-dimetoksy-2-chi-
nazoli-nylo)-4-(2-furoilo)-piperazyny (wg INN Prazosin) z 2- i 4-piperazynylopo-
chodnymi 1,8-naftyrydyny otrzymali pochodne 45, ktére w badaniach in vivo
i in vitro potwierdzity ich dziatanie hipotensyjne [33-35],

45
R, = H,CH3, CF3jOCH3 Ri- oh,su,ocii,. oc(iu,a, nh2, nii(cii-)2
R2= CH3, CF3, OH, NH2, OCH3i O, NH2>NIICOCHj R2-CH3iOCH,, 00.11,, OH

R3=H, COOC2H5 COOCH3, CHO

Pochodne 1,8-naftyrydyny 46 zawierajace grupe fenylowg w pozycji 2 oraz
zmienne podstawniki w pozycji 7 uktadu badano rowniez w testacli receptorowych
jako preparaty bedgce selektywnymi antagonistami receptoréw A, adenozyny (ade-
nozyna powoduje krdtkotrwate, lecz znaczne zwiekszenie przeptywu krwi przez
naczynia wiencowe). Z wykonanych badan zaleznosci budowy testowanych pota-
czen od ich aktywnosci wynika, zc obecnos$¢ podstawnikéw elektrodonorowych
w pozycji C-7 uktadu zwieksza ich aktywnos¢ wzgledem receptoréw adenozyno-
wych A,. Dla podstawnikéw alkoksylowych aktywno$é zmniejszata sie w szeregu
CHO>CHD>CEHI. Sposréd 28 przebadanych zwigzkdéw tylko 2 potgczenia
0 budowie 46 (R, = OH, R, = OCH3oraz R, = OH, R, =mCl) okazaty sie pelnymi
antagonistami receptoréw A, [36].

4. POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIALANIU DIURETYCZNYM

Silnymi wiasciwosciami moczopednymi, z jednoczesnym brakiem dziatania
kaliuretycznego, charakteryzuje sie chlorowodorek 2-amino-1,8-naftyrydyno-3-kar-
boksyamidu (47), co wykazano w badaniach na szczurach [37].

N N N N

48 4<)
R, = CGHS NH2, N(CHj),, OH R - OCH., Nil.,, nik",ii7, NHCV>ii
r2=conh2 conhc37 nhcdh,, cn
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Autorzy badan wigzali duze nadzieje w zastosowaniu pochodnych 47 jako pre-
paratow diuretycznych co zaowocowato synteza analogoéw strukturalnych 48 i 49.
Z wykonanych badan na zwierzetach wynika jednak, ze otrzymane pochodne sg
mniej aktywne od 47 [38, 39],

Dziatanie diuretyczne wykazywaty takze wczesniej oméwione pochodne o struk-
turze 45 co nalezato oczekiwa¢ w zwiazku z przyjetg dla tych potaczen analogig
strukturalng do Prazosinu, leku stosowanego nie tylko w leczeniu nadcisnienia lecz
réwniez w leczeniu tagodnego przerostu gruczotu krokowego.

5.POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIALANIU
PRZECIWNOWOTWOROWYM

Poszukiwania selektywnie dziatajgcych lekéw przeciwnowotworowych dopro-
wadzity do przebadania pod tym katem réwniez pochodnych 1,8-naftyrydyny. Sto-
sowanie odpowiednich baz w symulacjach komputerowych pozwolito wygenero-
wac najbardziej aktywne potgczenia o ogdlnym wzorze 50. Dato to podstawe synte-
zy zwigzku o strukturze 51, a badania doswiadczalne potwierdzity jego aktywnosé
jako inhibitora polimeryzacji tubuliny [40].

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

Bardzo cenng wtasciwos¢, hamujaca rozwéj komadrek nowotworowych, wyka-
zuje 5-nitro-1,9-diazaantracen (52, R = H). Obecno$¢ w pozycji C-10 grup amino-
wych takich jak; R = NHCHZH2CH,NMe2 NHCHZHNMe2 NHCH,CH20H
zwieksza efektywnos¢ dziatania przeciwnowotworowego tych potaczen [41].
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6. POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O ROZNYM DZIALANIU
BIOLOGICZNYM

Aktywno$¢ przeciwzakrzepowa wykazujg pochodne I-metylo-1,2-dihydro-2-
okso-1,8-naftyrydyny o ogélnej budowie przedstawionej wzorem 53 [42, 43], Po-
dobng aktywnos¢ przejawiajg 2,4,5,7-podstawionc pochodne 54, ktére sg amino-
wymi pochodnymi 1,8-naftyrydyny [43]. Natomiast niektore 1-(2-aminoetylo)-1,2-
dihydro-2-okso-I,8~naftyrydyny 55, badano jako preparaty zmniejszajace wydzie-
lanie kwasu solnego w zotadku [44],

54
R=Cn3NIP N.
R= -0~ Y ~ nh OB Ri =H,CHj
oh r2=ii, cfiig N(cnz u 2t i)2
OH R3= C3lI17, Cal5, N(CI2C1201 1)i

W ostatnich latach liczne pochodne 1,8-naftyrydyny 56 [45] oraz amidu kwasu
4-hydroksy-I,8-naftyrydyno-3-karboksylowego 57 byty testowane jako preparaty
przeciwwirusowe [46], Potaczenia 56 wykazywalty szczeg6lng aktywnos¢ przeciw
wirusowi wywotujgcemu zapalenie watroby typu C\

56 57

R - R- R3=R4=
A .
R 1iA XA H, Cl, Br, NH2, N02, OH,

R =CIl, Br. 1;,CN, NOi

R R1=Ri =R.,-=11,('l, Br,IN\CN,
7 SH, CN, alkil, alkenyl, alkirtyl OCH.., COC'HL aryl
R =R'=H, alkil, alkeny), alkinyl
X=0,S

X Ar = ai”Ml, heteroaryl
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Aminopochodne 1,8-naftyrydyny 58 oraz |,8-naftyryd-4-ony 59 i 60 podda-
wano wielokierunkowym testom biologicznym in vivo i in vitro jako preparaty mie-
dzy innymi: przeciwdrgawkowe, hipotensyjne, przeciwzakrzepowe, przeciwbakte-
ryjne, przeciwmalaryczne i przeciwwirusowe. Pochodne te charakteryzowaty sie
umiarkowang toksycznoscigjednak nie wykazywaty znamiennych aktywnosci bio-
logicznych [47, 48].

Aminonitropochodne 1,8-naftyrydyny 61, analogi strukturalne Dipirydamolu,
leku hamujgcego agregacje ptytek krwi, byty badane w testach na szczurach i kréli-
kach jako zwigzki antyagregacyjne. Uzyskane wyniki wykazaty, ze ich aktywnos¢
antyagregacyjna byta nizsza niz Dipirydamolu [43].

59; Z=-CH2CH2 61
) _ _ Ri = R3= N(CH2CH20H)2, pipciydynyl
60; Z=-CH=CH- .
. Ri=NCh, NH2
|
R
R2= CH3;C6H5

R = alkil

Nitronaftyrydyny staty sie wartosciowym produktem posrednim w syntezie wie-
lu antybaktcryjnych mieszanin spetniajacych role komponentéw przeciwzapalnych
lantyalergicznych [1]. Wiasciwosci antyalergiczne, co stwierdzono w badaniach na
szczurach, posiada 4-hydroksy-3-nitro-1,8-naftyryd-2(l//)-on (62). Zwigzek 62 jest
analogiem strukturalnym 2,4-dihydroksy-3-nitrochinoliny, ktéra wykazuje réwniez
takie wiasciwosci. [49]. Aktywnos$¢ tych potaczen wigzana jest z ich charakterem
kwasowym, co sprawia, ze jako substancje aktywne zastrzegane sg w patentach
réwniez ich sole, gtéwnie sodowe i potasowe, posiadajace rowniez dziatanie anty-
alergiczne [50, 51].
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Pochodne 1,8-naftyrydyny o strukturze 63, stosowane sg w syntezie imida-
zo[4,5-c][1,8]-naftyryd-4(5H)-on6w 64, nieksantynowych potaczen heterocyklicz-
nych. Badania in vitro i in vivo wykazaty, ze niektore z nich wykazujg wiekszg ak-
tywnos$é od teofiliny oraz, ze moga by¢ uznane jako nowa grupa zwigzkéw o dzia-
faniu bronchodylatacyjnym. [52, 53].

Di Braecio i Roma wykazali, ze chloropochodne 1,8-naftyrydyny 65 wykazujg
znaczace wiasciwosci przeciwzapalne i uspokajajgce oraz, ze charakteryzuje je ni-
ska toksyczno$¢ ostra [54, 55], Przeciwlekowe dziatanie pochodnych triazoloben-
zodiazepin 66, sktonito autoréw do syntezy pochodnych [l,2,4]triazolo[4,3-a][l,8]
naftyrydyny (67). Wykonane testy na myszach i szczurach potwierdzity ich prze-
ciwzapalne i uspakajajgce whasciwosci [56, 57].

65 66 67

PODSUMOWANIE

Sposrdd szesciu izomerycznych naftyrydyn najtatwiej i najwydajniej otrzymu-
je sie ukiad 1,8-naftyrydyny co powoduje, ze poszukiwania biologicznie aktyw-
nych diazanaftalendw idg gtéwnie w kierunku syntez z udziatem tego izomeru. Po-
chodne 1,8-naftyrydyny na state weszty do lecznictwa otwartego i zamknietego gtow-
nie jako preparaty przeciwbakteryjne.

Najbardziej znany kwas nalidiksowy na polskim rynku farmaceutycznym wy-
stepuje od wielu latjako lek pod nazwami Gramurin i Ncvigramon. Oba te prepara-
ty wytwarzane sg przez wegierska Firme Farmaceutyczng Chinoin. Na $wiatowym
rynku lekdw kwas nalidiksowy wystepuje miedzy innymi pod nazwami: Mictral,
NegGram, Negram, Nelidix, Nogram i Uriben. [14] Sprzedaz lekdw zawierajacych
kwas nalidiksowy jest coraz mniejsza co, nalezy przypuszczac, zwigzane jest z dosé
duzg dawkaterapeutyczng (np. kapsutka Ncvigramonu zawiera 500 mg kwasu nali-
diksowego) oraz z wprowadzanymi na rynek nowymi Ickami z tej grupy. W latach
90. ubiegtego stulecia wprowadzono do lecznictwa nowoczesne chcmiotcrapeutyki
z grupy pochodnych 1,8-naftyrydyny, ktére produkowane sg przez firme Pfizer pod
nazwami Trovan (trovafloksacyna) i Trovan L.V. (alatrofloksacyna). Sg to leki, kt6-
re zostaty dopuszczone w USA tylko do lecznictwa zamknietego i mogg by¢ stoso-
wane tylko wtedy gdy alternatywne $rodki zawiodg [58], W Polsce leki zawierajace
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trovafloksacyne i alatrofloksacyne nie sg wpisane do Rejestru Srodkéw Farmaceu-
tycznych i Materiatow Medycznych [59],

Zastosowanie pochodnych 1,8-naftyrydyny, jako zwigzkéw biologicznie akty-
wnych, nadal wzbudza zainteresowanie na $wiecie o czym $wiadczy¢ moze poja-
wiajgca sie w ostatnim okresie duza liczba publikacji i opiséw patentowych. Stwa-
rza to nadzieje na odkrycie nowych, aktywnych preparatéw bedacych pochodnymi
tej grupy zwigzkow.
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ABSTRACT

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

Badania nad receptorami adrenergicznymi (AR) zostaty rozpoczete juz na po-
czatku ubiegtego stulecia przez H.H. Dale’go. Wykazat on, iz alkaloidy sporyszu,
zawierajgce ergotamineg, znoszg dziatanie adrenaliny. Jednak dopiero w roku 1948
R.P. Ahlquist wyroznit dwie grupy receptoréw adrencrgicznych a i p. Podziat ten
zostat zaproponowany w oparciu o obserwacje efektow fizjologicznych wywoty-
wanych przez adrenaline i noradrenalinge. Wedtug Ahlquista, reccptory ct-adrener-
giczne miaty wieksze powinowactwo do noradrenaliny, a P-adrenergicznc do adre-
naliny. W wyniku dalszych badan w roku 1974 S.Z. Langer wprowadzit podziat
receptora a-adrenergicznego na dwa podtypy a, ia, [1].

Dalsze badania receptoréw adrenergicznych byty kontynuowane na dwoch dro-
gach. Brano pod uwage oddziatywanie receptoréw z réznymi substancjami wzorco-
wymi (lekami), réwnocze$nie poszukiwano potwierdzenia wynikéw badan farma-
kologicznych metodami biologii molekularne;.

RECEPTORY a-ADRENERGICZNE
Receptory adrenergiczne sg rodzing, zawierajacg trzy wielkie podrodziny: a,,

a, ip. Obecnie wyrdzniasie dziesie¢ naturalnych, kodowanych przez odrebne geny,
podtypdw receptora adrenergicznego: alA a B an), a,A ccB cc(, a,,,, P,, P, i P3

(Rys i) [2].

Rysunek 1. Aktualna klasyfikacja rcccptoréw adrencrgicznych
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Majg one rowniez swoje odpowiedniki w receptorach sklonowanych oznaczanych
odpowiednio: ocla, ccb, ocks Zarowno receptory otjak i P adrenergiczne nalezg do
grupy receptoréw mctabotropowych, sprzezonych z biatkami regulacyjnymi G. Re-
ceptory metabotropowe niezaleznie od ich konkretnych funkcji majg podobng bu-
dowe. Sgone dtugimi tancuchami biatkowymi siedmiokrotnie przenikajacymi przez
btone komorkowg tworzac w jej obrebie 7 helikalnych struktur hydrofobowych,
potgczonych naprzemiennie petlami zewnatrz- i wewngatrzkomérkowymi. Zakon-
czenie fancucha biatkowego, majgcego wolna grupe karboksylowg (C-koniec) znaj-
duje sie wewnatrz komorki, natomiast zakonczenie z wolng grupg aminowg (N-
koniec) jest na zewnatrz. Miejsce wigzace ligand znajduje sie w czesci hydrofobo-
wej btony komérkowej, w ktorym biorg udziat reszty aminokwasowe nalezgce do
réznych obszarow transbtonowych (TM; a-helisy).

W przypadku receptoréw adrenergicznych, dla ktérych endogennymi agonis-
tami sg aminy katecholowe (noradrenalina, adrenalina) domena rozpoznajaca i wig-
zaca ligand poprzez reszty kwasu asparaginowego obecne w helisie 3 (TM 1I1),
tworzy mostek solny z uprotonowang grupg aminowag ligandu. Wigzasie do niej za-
réwno agonisci jak i antagonisci receptorow. W helisie 5 (TM V) reszty seryny two-
rzg wigzanie wodorowe z grupami fenolowymi uktadu katecholu. Wigzanie to jest
dodatkowo stabilizowane przez interakcje hydrofobowg pomiedzy resztg fenyloa-
laniny (helisa 6, TM VI) a pierscieniem aromatycznym. Reszta asparaginowa w he-
lisie 7 (TM VII) tworzy wigzanie wodorowe z atomem tlenu aryloalkiloamin [1],

Podtypy receptoréw adrenergicznych sa roznymi od siebie biatkami kodowa-
nymi przez odrebne geny, czesto potozone na réznych chromosomach. Jak wynika
z analizy pokrewienstwa podrodziny receptorow AR sg od siebie bardzo odlegte,
réznig sie bowiem pochodzeniem, budowg i funkcjg natomiast w obrebie kazdej
z tych wielkich podrodzin a,, a, i P poszczeg6lne typy sa ze sobgblisko spokrew-
nione. Wykazano ponadto, ze podtypy receptora adrenergicznego mogg by¢ kodo-
wane u réznych gatunkow przez réznigce sie wzajemnie geny. Poszczegélne typy
receptorow adrenergicznych roznig sie¢ miedzy sobg w istotny sposéb pod wzgle-
dem funkcjonalnym na poziomie molekularnym, poniewaz receptory poszczegdl-
nych podrodzin sg zwigzane z réznymi uktadami sygnalizacyjnymi i biatka G akty-
wowane przez nie stymulujag odmienne procesy wewngtrzkomérkowe. Receptory
otj-AR sa receptorami pobudzajgcymi, uruchamiajagcymi po pobudzeniu wewnatrz-
komorkowy sygnat, ktérym jest nagle zwiekszenie stezenia Ca2+w cytoplazmie.
Receptory ocia-AR regulujg poprzez biatko G zalezny od potencjatu kanat wapnio-
wy typu L, wrazliwy na 1,4-dihydropirydyny, natomiast receptory cc,B-AR poprzez
biatko G aktywuja fosfolipaze C. Wzrost aktywnosci fosfolipazy C wzmaga synte-
ze dwoch wtdrnych przekaznikow informacji IP3 (inozytolo(l,4,5)trifosforanu)
i DAG (diacetyloglicerolu) co w efekcie prowadzi do wzrostu stezeniajonéw wap-
nia w komorce.

Definicja farmakologiczna okresla receptory ctj-ARjako te, ktore sg silnie blo-
kowane przez fentolamine i prazosyne (kompetycyjnie) oraz wybiérczo pobudzane
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przez fenylefryne i metoksaming. Receptory a,-AR regulujg wiele funkcji fizjolo-
gicznych zaréwno na poziomie o$rodkowego jak réwniez obwodowego uktadu ner-
wowego. Receptory Cij-AR sg receptorami postsynaptycznymi umiejscowionymi
gtdéwnie w miesniach gladkich. Ich pobudzenie powoduje miedzy innymi skurcz
naczyn krwionosnych oraz miesni okreznych. Ponadto wystepujg one w duzych
ilosciach w wigkszosci rejonéw mozgu, regulujgc m.in. pobieranie pokarmow czy
nastroj.

Receptory oc, AAR znajdujg sie gtownie w miesnidwce gladkiej gruczotu kro-
kowego (prostacie) i drogach moczowych, stad czeste okreslenie tego receptorajako
»uroselektywny” [3]. Wykazano, ze receptory a [AAR regulujg napiecie miesniéw-
ki gtadkiej cewki moczowej, a zaburzenie tego procesu (nadmierna aktywacja, skurcz)
sg zwigzane z dynamiczng komponentg fagodnego przerostu gruczotu krokowego
(benign prostatic hyperplasia, BPH). Jest ono nic tylko dolegliwoscig wystepujaca
u mezczyzn po 50 roku zycia, ale moze by¢ przyczyna powstania choroby nowo-
tworowej. Receptoiy ccBBwystepujg w miesnidwce gtadkiej naczyn krwionosnych
i dlatego maja znaczacgrole w regulacji cisnienia krwi. Z tych wzgleddw selektyw-
ni antagonisci receptoréw a, AAR mogaby¢ potencjalnymi lekami w leczeniu prze-
rostu gruczotu krokowego, pozbawionymi dziatan niepozgadanych wynikajacych
z blokady receptorow w naczyniach i osrodkowym uktadzie nerwowym. Rola pod-
typu receptora a,Dadrenergicznego nie jestjeszcze w petni wyjasniona. Jednak na
podstawie dotychczasowych wynikéw badan wydaje sie, ze zwigzki aktywne
w stosunku do receptoréow oclIDAR mogag mie¢ korzystny wpltyw na zmniejszenie
efektow ubocznych w dziataniu leku selektywnego do receptorow a 1A a lir Zwigzki
te, oprdcz ich zastosowania w terapii nadcisnienia tetniczego, moga by¢ stosowane
w terapii pierwszej fazy fagodnego przerostu gruczotu krokowego.

Tozsamos¢ podtypu receptora oc,l-AR nie zostata catkowicie ustalona i potwier-
dzona, by¢ moze jest on innym stanem konformacyjnym receptora oclAAR (farma-
kologiczny fenotyp). Ma on niskie powinowactwo do prazosyny, antagonisty re-
ceptoréw aja-AR [4],

ANTAGONISCI RECEPTOROW ar ADRENERGICZNYCH

Wykazana w ciggu ostatniej dekady heterogennos¢ receptoréw a,-AR, zaréw-
no na poziomie molekularnym jako i farmakologicznym, stworzyta nowe mozliwo-
$ci terapeutyczne dla zwiazkow wptywajgcych selektywnie na rézne podtypy tego
receptora. W ostatnich latach obserwuje sie niezwykle intensywny wzrost badan
nad selektywnymi GCj-adrenolitykami a szczeg6lnie nad zwigzkami o wybiérczym
dziataniu w stosunku do podtypu receptorow otlAAR. Zwiazki blokujace receptory
0Cj-AR majg zr6znicowang budowe chemiczna [5—#] i mozna wsrdd nich wyréznic
nastepujace grupy:

1. pochodne chinazoliny,

2. pochodne fenyloalkiloamin,
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3. pochodne piperydyny,

4. pochodne arylopiperazyn,

5. zwigzki o réznej strukturze.

Przedstawiony podziat obejmuje zwigzki stosowane w terapii, znajdujace sie
w réznych fazach badan klinicznych lub wykazujace duzg aktywnos¢ in vitro, ktére
moga w przysztosci znalez¢ zastosowanie w lecznictwie.

1. POCHODNE CHINAZOLINY

Pochodne chinazoliny: prazosyna 1, terazosyna 2, doksazosyna 3 i trimazosy-
na 4 wprowadzone do lecznictwa w potowie lat siedemdziesigtych byty pierwszymi
selektywnymi antagonistami receptorow a,-AR bez wptywu na receptory a,
(Rys. 2) [8], Zwiazki te rézniace sie od siebie podstawnikiem w potozeniu 2 uktadu
chinazoliny charakteryzuja sie zré6znicowanym, wysokim powinowactwem do re-
ceptoréw a,-AR oraz brakiem selektywnosci wzgledem poszczeg6lnych podtypow
tego receptora. Wartos$ci statej wigzania do klonowanych ludzkich receptoréw dla
prazosyny wynosza: pK. = 9,7 oda, p/C = 9,7 a Ib, p/C = 9,5 a Id. Pochodne zawierajg-
ce podstawnik furanylowy lub tetrahydrofuranylowy, czyli prazosyna i terazosyna,
wykazujg takze powinowactwo do podtypu receptora ctBAR. Powyzsze pochodne
chinazoliny znalazty zastosowanie jako leki hipotensyjne. Leki te wptywaja réw-
niez korzystnie na gospodarke lipidowa, w zwigzku z tym mozna je stosowac
w terapii nadcisnienia, ktoremu towarzyszg zmiany miazdzycowe. W leczeniu BPH
stosowano przede wszystkim terazosyne i doksazosyne. Maja one jednak szereg
dziatan ubocznych, wptywajac na uktad krazenia, co wynika z nieselektywnej blo-
kady podtypow receptorow c”-AR, [8, 9].

R R2
0 -H Prazosyna 1
0 -H Terazosyna 2
-H  Doksazosyna 3
O O n
-OCH, Trimazosyna 4
H 1
CH

Rysunek 2. Antagonisci receptoréw a,-AR, pochodne chinazoliny
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Poszukujac nowych, selektywnych antagonistéw pozbawionych dziatan nie-
pozadanych, w grupie pochodnych chinazoliny, otrzymano zwigzki o zr6znicowa-
nej selektywnosci do podtypéw receptoréw a,-AR. Wybrane struktury tych zwigz-
kéw przedstawiono na Rys. 3. Modyfikacje czasteczki prazosyny polegaty miedzy
innymi na usztywnieniu uktadu piperazyny poprzez wprowadzenie do niego dodat-
kowych grup metylowych lub dobudowanie pierscienia cykloheksanu. Otrzymano
w ten sposob szereg zwigzkow, sposrdd ktorych pochodna zawierajaca pierscien
m-dekahydrochinoksaliny, (+)-cyklazosyna 5, byta najaktywniejsza. Cyklazosyna
w badaniach in vitro na klonowanych receptorach zwierzecych wiaze sig¢ najsilniej
z receptorem podtypu a,b Odpowiednie wartosci statej wigzania dla cyklazosyny
wynoszg: pK. = 7,6 a la (krowa), pAT = 9,7 cxlb (chomik), pKt ~ 7,5 ocu) (szczur)
[9, 10]. Cyklazosyna w farmakologii doswiadczalnej stosowana jest czesto jako
zwigzek odniesienia selektywnie blokujgcy podtyp receptora cX(-AR. Inna modyfi-
kacja czasteczki prazosyny polegata na zastgpieniu pierscienia furanu ugrupowa-
niem fenylowym oraz na wprowadzeniu grupy (5)-W-/ert-butyloamidowej w poto-
zenie 3 piperazyny. Uzyskany zwigzek 8 o symbolu L-765,314 podobnie jak
(+)-cyklazosyna jest selektywnym blokerem receptora cxlb-AR (K a - 500 nM,
a,b=5,4 nM, a ld= 50 nM; szczur). Jego a,badrcnoselektywno$é ttumaczona jest
mozliwos$cigtworzenia wigzania wodorowego pomiedzy miejscem wigzacym w rece-
ptorze a grupgamidowgw potozeniu 3 piperazyny albo jak w przypadku (+)-cyk!a-
zosyny zawadg steryczng [11].

(o}

(+)-cyklazosyna 5 Alfuzosyna 6
N
Bunazosyna 7 L-765,314 8

Rysunek 3. Pachodne chinazoliny o zréznicowanym wptywie na podtypy receptora <u-AR
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Modyfikacje czasteczki terazosyny polegajace na zastapieniu uktadu piperazyny
bardziej gietkim tancuchem propylowym oraz zmetylowaniu powstatej drugorze-
dowej grupy aminowej doprowadzity do powstania alfuzosyny 6. Lek ten wprowa-
dzony do terapii nadci$nienia w roku 1988 jest silniejszym od terazosyny blokerem
receptoréw cc,-AR, obecnie réwniez stosowanym w leczeniu BPH [8, 12].

Poszukiwania nowych pochodnych chinazoliny nie ograniczyty sie tylko do
syntezy bardzo bliskich analogéw stosowanych lekdw. Wykonano, poparte mode-
lowaniem molekularnym, badania zalezno$ci pomiedzy strukturga powinowactwem
tych potaczen do receptorow ct,-AR [13]. Analizujac budowe chemiczng antagoni-
stéw receptoréw a,-AR z grupy chinazoliny mozna wskaza¢ ugrupowania niezbed-
ne do blokady tego receptora (Rys. 4). Jest to pochodna chinazoliny z wolng grupg
aminowg w potozeniu 4. Umozliwia onajonowg interakcje pomiedzy uprotonowa-
ng grupg aminowg i gtdwnym miejscem nukleofilowym w receptorze. Podstawnik
w potozeniu 2 powinien zawiera¢ Il lub Ill-rzedowy atom azotu bedacy czescig
tacznika oraz ugrupowanie aromatyczne. Te fragmenty strukturalne dodatkowo uta-
twiajg wigzanie z receptorem poprzez interakcje miedzyczgsteczkowe o charakte-
rze oddziatywan krotkiego zasiegu: przyciggajacych (polarnych i dyspersyjnych)
i odpychajacych (sterycznych). Sposrdd przedstawionych na Rys. 2 i 3 pochodnych
chinazoliny: prazosyna, terazosyna, doksazosyna, alfuzosyna i bunazosyna zostaty
zarejestrowane w wielu krajach jako leki w terapii pierwszej fazy tagodnego rozro-
stu gruczotu krokowego.

fragment
aromatyczny

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

2. POCHODNE FENYLOALKILOAMIN

Wsréd pochodnych fenyloalkiloamin mozna wyr6zni¢ zwigzki majace szkielet
2-fenyloetyloaminy charakterystyczny dla amin katecholowych, ktdre sg agonista-
mi receptoréw cc-AR. Lekiem otrzymanym w wyniku modyfikacji 2-fenyloetylo-
aminy jest tamzulosyna 9, ktéra zostata zarejestrowanaw USA w 1997 jako pierw-
szy lek do leczenia BPH (Rys. 5). Wykazuje ona ok. dziesieciokrotnie wiekszg se-
lektywno$¢ wzgledem receptorow a lai (xidw odniesieniu do odb. Odpowiednie war-
tosci statej wigzania do ludzkich podtypow receptorow adrenergicznych wynoszg
odpowiednio: pK cda= 9,7; alb= 8,9; a|d = 9,8. Tamzulosyna wykazuje lepsze
efekty kliniczne od nieselektywnych antagonistdw receptoréw cx,-AR, tj. terazosy-
ny i doksazosyny. Skutecznos¢ ta oraz niewielkie dziatania niepozadane wynikajg



276 B. MALAWSKA, K. KULIG

prawdopodobnie z korzystnej farmakokinetyki leku a nie zalezg wygcznie od se-
lektywnosci w stosunku do receptorow a laAR. Stcreoizomery tamzulosyny charak-
teryzujg sie roznym powinowactwem do receptoréw cc-AR. Izomer (<S)(+) jest bar-
dziej selektywny, ale rownoczesnie jego sita wigzania z poszczeg6lnymi podtypami
receptora adrenergicznego jest mniejsza. W lecznictwie stosowany jestjej mniej se-
lektywny, ale majacy wieksze powinowactwo do receptorow oc(j-AR izomer (/?)(-)

[9,12].

R(-) Tamzulosyna 9

SNAP 5036 11

Rysunek 5. Antagonisci receptoréw a,-AR o strukturze fenyloalokiloamin

Bliskim analogiem strukturalnym tamzulosyny jest pochodna indoliny, zwia-
zek 10 oznaczony symbolem KMD-3213. Zamiana grupy metylowej w podobnym
fragmencie strukturalnym tamzulosyny na trifluorometylowg wptywa na zwolnie-
nie szybkosci metabolizmu leku, ktéry w przypadku tamzulosyny polega na O-dc-
alkilacji. Zwigzek KMD-3213 wigze sie selektywnie z klonowanym ludzkim recep-
torem alaze statg K. = 0,036 nM, (KtciiKta la> 586 i K[odt/Ar a, > 56). Lek ten
znajduje sie w badaniach klinicznych w Japonii [9, 14]. Pochodng fcnyloctyloami-
ny o prostej strukturze, ktorg charakteryzuje selektywnos$¢ w stosunku do recepto-
row ctlaAR jest zwigzek 11, SNAP 5036. Wartosci statej wigzania pKtdo klonowa-
nych ludzkich receptoréw wynosza dla zwigzku 11 au = 8,4, a,(= 7,4, ay = 6,8.

3. POCHODNE PIPERYDYNY

Indoramina 12 (Rys. 6) bytajednym z pierwszych lekow selektywnie blokuja-
cych receptor a [=AR (K a,a= 4,0 nM, a,b=40 nM, ald= 160 nM) stosowanym
w terapii BPH. Jest ona pochodng indolu i dlatego oprdcz dziatania na receptory
oc,-AR zwigzek ten cechuje rowniez powinowactwo do receptoréw scrotoninowych.
Wywotywane przez indoramine dziatania niepozadane ze strony osrodkowego uktadu
nerwowego, spowodowane wptywem na uktad serotoninergiczny i histaminergicz-
ny, ograniczyty jej zastosowanie w lecznictwie [9]. Korzystng modyfikacjg cza-
steczki indoraminy byto zastgpienie uktadu indolu przez ugrupowanie fenytoketo-
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nowe. Otrzymany zwigzek 13 o symbolu SNAP-1069 jest selektywnym blokerem
receptoréw ccla AR [8]. Zaliczany jest on do Il generacji antagonistéw receptorow
alaAR, pochodnych piperydyny; wartosci K. a la= 16 nM, a b= 200 nM, a ld= 790
nM.

Indoramina 12 SNAP-1069 13

Rysunek 6. Antagonisci receptoréw a,-AR pochodne piperydyny

Badania ws$rdd arylopiperydyn rozpoczety sie od odkrycia (patent w 1994 r.)
wiasciwosci antagonistycznej wzgledem podtypu receptora ccla AR dla izomeru
(5)(+)-niguldypiny 14; K alja= 0,15 nM, a Ib= 55 nM, ccd= 100 nM [13]. Niguldy-
pinajest lekiem zawierajgcym uktad 1,4-dihydropirydyny, stosowanym w leczeniu
choroby wienicowej i nadci$nienia poprzez blokowanie zaleznych od potencjatu
kanatéw wapniowych typu L.

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

Rysunek 7. Antagonisci receptoréw a IBAR z grupy arylopiperydyn, pochodnych 1,4-dihydropirydyny
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Obecnie przyjmuje sie, ze obydwa podtypy receptordw AR (a[a a |b) zwigzane sg
z sygnalizacjg wapniowa, z tym, ze receptory (XaAR poprzez biatko G sprzezone
sg z wrazliwym na dihydropirydyny kanatem wapniowym. Wyniki tych badan byty
punktem wyjscia do poszukiwan zwigzkdw o zblizonej strukturze i potencjalnym
dziataniu a Ja-adrenolitycznym. Wybrane struktury zwigzk6éw najbardziej aktywnych
i selektywnych w stosunku do podtypu receptora otla AR zostaty przedstawione na
Rys. 7.

Zwigzek 15 o symbolu SNAP 5089 najsilniej wigze sie z receptorem a |[xAR
(Kja)a=0,18nM, alb=180n M, a|d= 630 nM) i w poréwnaniu z (5)(+)-niguldy-
ping w znacznie wyzszych stezeniach blokuje kanaty wapniowe (AT Ca2t = 670 nM).
Podobnie pochodna 16 SNAP 5540, a przede wszystkim jej (-) enancjomer jest se-
lektywnym antagonistg receptoréow a laAR; 16 Ktala= 3,94 nM, a b= 4920 nM,
odd= 7440 nM, 16 (-) AT ca= 2,42 nM, 16 (+) Kta la= 607 nM. Ponadto wykazano,
iz zwigzek SNAP 5540 jest pozbawiony wiasciwosci blokowania kanatow wapnio-
wych aw badaniach in vivo ma korzystny profil farmakokinetyczny. Ze wzgledu na
jego uroselektywnos$¢ zostat on wybrany do dalszych badan klinicznych jako po-
tencjalny lek w terapii BPH, ktdry jest pozbawiony niekorzystnych dziatan ubocz-
nych prazosyny i terazosyny [9, 15-17].

Na podstawie analizy zaleznosci miedzy strukturg a dziataniem w tej grupie
potaczen stwierdzono, iz elementem umozliwiajgcym wigzanie sie zwigzkow z re-
ceptorem cx,-ARjest pierscien fenylowy w potozeniu 4 uktadu piperydyny. Przesu-
niecie grupy nitrowej w potozenie 4 pierscienia fenylowego powoduje ostabienie
wiasciwosci blokowania kanatéw wapniowych, a sita oddziatywania uzyskanych
zwigzkdw z receptorami a [a-AR nie ulega zmianie. Zastapienie grupy estrowej po-
miedzy pierscieniami 1,4-dihydropirydyny i piperydyny grupg amidowg nic ma
wptywu na powinowactwo tych potaczen do kanatow wapniowych, ale réwnocze-
$nie otrzymane zwigzki charakteryzuje wieksza selektywno$é w stosunku do recep-
tordw ClaAR. Natomiast, zamiana grupy estrowej w potozeniu 5 pierscienia 1,4-di-
hydropirydyny na ugrupowanie amidowe powoduje catkowitg utrate wtasciwosci
blokowania kanatdw wapniowych przez te zwigzki. Wprowadzenie grup alkilowych
wiekszych niz grupa etylowa w potozenie 2 lub 6 uktadu 1,4-dihydropirydyny powo-
duje zmniejszenie powinowactwa uzyskanych pochodnych do receptoréw a,-AR.

Dalsze badania in vivo tych zwigzkéw wykazaty, iz pochodne 1,4-dihydropiry-
dyny charakteryzuje po podaniu dozotagdkowym niewielka biodostepnos¢ (5%). Jest
ona najprawdopodobniej spowodowana ich szybkim metabolizowaniem polega-
jacym na redukcji do pochodnych pirydyny Z tych wzgledoéw zmieniono ukiad
1,4-dihydropirydyny na pierscien 1,6-dihydropirymidyny lub 1,2,3,6-tetrahydropi-
rymidyn-2-onu, co pozwolito uzyska¢ zwigzki o duzej selektywnosci do recepto-
row cclaAR i korzystnych wiasciwosciach farmakokinctycznych [18, 19].

W pierwszej fazie badan pochodnych 1,2,3,6-tetrahydropirymidyn-2-onu uzy-
skano zwigzek 17 oznaczony symbolem SNAP 6201 [19]. Zwigzek SNAP 6201
charakteryzuje wysokie powinowactwo i selektywnos$¢ w stosunku do receptoréw
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aia™R aia nM, alb 260 nM, ald—350 nM) a badania in vivo wykazaty,
iz cechuje go duza uroselektywnosc.

21

Rysunek 8. Gtéwne szlaki metabolizmu zwigzku 6201

Badajagc metabolizm tego zwigzku stwierdzono, iz zachodzi on na dwdéch dro-
gach. Dominujgcym szlakiem metabolizmu (> 50%) jest tworzenie estru metylowe-
go kwasu 4-fenylo-4-piperydynokarboksylowego 19. Zwigzek ten cechuje znaczne
podobienstwo do narkotycznego leku przeciwbdlowego, meperydyny 20 i podob-
nie jak onajest on agonistg receptora opioidowego typu p (Rys. 8). Drugg droga
metabolizmu SNAP 6201 jest hydroliza grupy estrowej w potozeniu 4-pipeiydyny
prowadzgca do otrzymania pochodnej kwasowej 21 [20]. Potencjalne dziatanie nar-
kotyczne metabolitu 19 wyeliminowato dalsze badania kliniczne zwigzku SNAP
6201. Zastgpienie ugrupowania estrowego w potozeniu 4 piperydyny grupami me-
tylowa lub cyjanowag pozwolito uzyska¢ zwiazki, ktore sg pozbawione dziatania na
receptory opioidowe typu p, a w badaniach na izolowanej tkance ludzkiej prostaty
wykazujg znaczng aktywnos$¢ funkcjonalng oraz w badaniach in vivo na psach row-
niez wysoka uroselektywno$¢ (Rys. 9). Zwigzek 22 cechuje wysoka selektywno$¢
do podtypu receptora a JaAR (K. ala= 0,1 nM, a b= 130 nM, ald= 260 nM).

Modyfikacja podstawnika w potozeniu ,,1” 1,2,3,6-tetrahydropiiymidyn-2-onu
polegajaca na zmianie gietkiego tacznika alkilowego miedzy grupg amidowaa pier-
Scieniem piperydyny na uktad cyklopentanu umozliwita otrzymanie selektywnych
antagonistéw receptora a loAR. Wsérdd tych analogéw zwigzek 23 cechuje wysoka
selektywnos$¢ w stosunku do podtypdw receptoréw a |a AR oraz ctJ+AR (K. ctla =
1nM, ald= 0,36 nM). Wydaje sie, ze zwigzki o takim powinowactwie do recepto-
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réw adrenergicznych mogg rnie¢ korzystne witasciwosci w dalszych badaniach
in vivo. Przesuwajac duzy 4-fenylopiperydynoalkilowy podstawnik z potozenia ,,1”
1,2,3,6-tetrahydropirymidyn-2-onu w potozenie ,,5” otrzymano kolejne zwigzki
0 wysokim powinowactwie i selektywnos$ci wzgledem receptoréow oc@AR. Uzys-
kany zwigzek 24 (K. a,a= 0,24 nM, a (b= 41 nM, a,d= 260 nM) miat korzystny
profil farmakokinetyczny i w badaniach in vivo na psach i szczurach tagodzit symp-
tomy BPH nie wywotujac przy tym objawow niepozadanych ze strony uktadu kra-
zenia [20-22],

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

Modyfikujac uktad 1,4-dihydropirydyny stwierdzono, zc zastepujac fragment
4-fenylo-l,4-dihydropirydyny przez odpowiednio podstawiong pochodng kwasu aiy-
loalkilowego mozna uzyskac szereg nowych antagonistow receptora a,-AR (Rys. 10).

Rysunek 10. Antagonisci receptoréw c-AR z grupy arylopipeiydyn, pochodne fenylooacctamidu
z fragmentem DHP

Otrzymana seria pochodnych piperydyny z podstawnikiem fenyloacetamidowym
charakteryzowata sie duzym powinowactwem i selektywnos$cig w stosunku do rcce-
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ptora a |a-AR. Poprzez zmniejszenie masy czasteczkowej uzyskanych potaczen
w poroéwnaniu z pochodnymi 1,4-dihydropirydyny zwigzki te cechuje znacznie lep-
szy profil farmakokinetyczny. Najaktywniejszym z uzyskanych potgczen byt zwig-
zek 25, ktory jest silnym, selektywnym inhibitorem receptoréw ctaAR (K. a, =
2,0nM, a,b= 1400 nM, a,d= 2100 nM) [23],

Analizujac struktury opisanych pochodnych aiylopiperydyn mozna wyréznié
elementy strukturalne niezbedne do blokady receptora a,aAR (Rys. 11). Struktury
takich zwigzkdéw zawierajatrzy segmenty. Pierwszym segmentem jest pierscien feny-
lopiperydyny potaczony tgcznikiem z kolejnym segmentem. £.acznikiem moze by¢
ugrupowanie alkilowe, alkiloaminowe, alkiloestrowe a cze$¢ alkilowa moze byé
usztywniona poprzez pierscien karbocykliczny. W trzecim fragmencie jest uktad
heterocykliczny: 1,4-dihydropirydyny, dihydropirymidyn-2-onu (DPH) z r6znie pod-
stawiong grupg fenylowg (atomem fluorowca, najczesciej atomem fluoru, grupani-
trowa).

+
segment
czasteczki

fragment heterocykliczny

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

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

Uktad arylopiperazynowy jest obecny w strukturze wielu zwigzkéw blokuja-
cych receptory a,-AR. Sifa wigzania tych pochodnych z receptorami a,-AR zalezy
od obecnosci dodatkowego uktadu aromatycznego w czasteczce. Poniewaz frag-
ment arylopiperazynoalkilowy jest takze charakterystyczny dla zwigzkéw o dziata-
niu serotoninowym, wiele z nich wykazuje rowniez powinowactwo do receptoréw
serotoninowych typu 5-HT|A

5-Metylourapidyl 26 bytjednym z najwczesniej poznanych zwigzkow z pod-
stawnikiem arylopiperazynowym, selektywnym w stosunku do receptoréw cxja-AR.
Réwnoczesnie cechuje go znaczne powinowactwo do receptoréw serotoninowych
typu 5-HT1a (Rys. 12). Pochodng jY-metylonikotynamidu majacg podobnie jak
5-metylourapidyl podstawnik orto-metoksyfenylopiperazynopropyloaminowy jest
zwigzek 27 (RS 97-078). Znajduje sie on w badaniach klinicznych jako potencjalny
lek. Zwigzki 26 i 27 okreslane sg obecniejako I-generacja antagonistow receptorow
a,-AR pochodnych arylopiperazyn. Do Il generacji tych pochodnych zaliczane sg
zwigzki 28 (RS 100-975) i 29 (GG-818). Zwigzek 28 ma budowe zblizong do
5-metylourapidylu i wykazuje w badaniach klinicznych réwniez duzg uroselektyw-
nosc.

5-metylourapidyl 26
27

Rysunek 12. Antagonisci receptoréw a,-AR z grupy arylopiperazyn

Zwigzek 29 (GG-818) jest pochodng piperazyny majacg w swojej strukturze
fragment podobny do czasteczki tamzulosyny. W badaniach farmakologicznych
zwigzek ten wykazat znaczng uroselektywno$¢. Cechg charakterystyczng tego po-
faczenia, podobnie jak w przypadku zwigzkéw 10 i 28, jest obecno$¢ ugrupowania
2,2,2-trifluoroetoksylowego, ktore prawdopodobnie moze mieé¢ znaczenie w jego
tak znacznej uroselektywnosci [9, 19].
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Poszukujac nowych selektywnych blokerow receptoréw a,-AR badano zalez-
nos$¢ pomiedzy aktywnoscia a podstawnikami w uktadzie fenylopipera2yny. Stwier-
dzono, ze zastgpienie uktadu 2-metoksyfenylowego ugrupowaniem 2-izopropylo-
ksyfenylowym lub 2-metoksy-5-chlorofenylowym, ma korzystny wptyw na site wig-
zania otrzymanych zwigzkow z receptorem a,-AR [24,25],

W oparciu o dane literaturowe oraz wyniki wcze$niejszych badan prowadzo-
nych w zespole kierowanym przez Kuo [26,27] (zwigzek RWJ 37914) zapropono-
wano dwie drogi poszukiwan nowych antagonistow receptoréw cc,-AR (Rys. 13).

Dane literaturowe

N @) >

0 RWJ 37914 30 ™

sirukiura wiodgca I-generacji

o CH,

v. Cr .

Rysunek 13. Kierunki poszukiwania nowych antagonistéw receptoréw ct™-AR
wséréd pochodnych arylopiperazyn

a

Zaktadajgc, ze dodatnio natadowany atom azotu poprzez oddziatywanie z resztg
kwasu asparaginowego, odgrywa gtéwng role w wigzaniu z receptorem a,-AR,
wnosi¢ byto mozna, ze zmiany w obrebie farmakoforowej grupy fenylopiperazyno-
wej powinny by¢ ograniczone. Dopuszczalne mogty by¢ modyfikacje w pozosta-
tych fragmentach czasteczki. Otrzymang w ten sposob strukture A poddano dal-
szym przeksztatceniom poprzez wprowadzenie grupy hydroksylowej w potozeniu
2 tafncucha propylowego (struktura B). Zmianata miatana celu umozliwienie ewen-
tualnych zmian witasciwosci farmakokinetycznych powstatych czgsteczek. Dalsze
badania pozwolity na wyodrebnienie struktur wiodacych drugiej generacji (C) wy-
korzystywanych do dalszych badan [26, 27]. Uzyskane pochodne 2-zzo-propylo-
ksyfenylopiperazynowe tj. zwigzki 31 i 32 charakteryzowaty sie wysoka selektyw-
noscigwzgledem receptordw oclaAR izwigzangz tym uroselektywnoscig. RoOwniez
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w badaniach in vivo na zwierzetach (psy) zwigzki 31 i 32 wykazaly uroselektyw-
nos¢ wiekszg od tamzulosyny.

Nowych antagonistow receptoréw a,-AR, majgcych w swojej strukturze grupe
arylopiperazynowag, poszukuje sie takze wsrdd pochodnych pipcrydyn-2-onu
(Rys. 14). Otrzymane zwigzki 33 i 34 charakteryzuje wieksze od tamzulosyny po-
winowactwo i selektywnos$¢ do receptorow a la AR. Zwigzki te zostaty wybrane do
dalszych badan klinicznych z zamiarem ich zastosowania do leczenia BPH [25,28],

SGB-1534

Rysunek 14. Antagonisci receptoréw cclaAR z grupy arylopipcrazyn.

Pochodne 2,3-dihydroimidazo[l,2-c]chinazolin-5(6H)-onu sakolejng grupgan-
tagonistow receptoréw a,-AR zawierajacg ugrupowanie arylopipcrazynowc. Za-
projektowano je jako modyfikacje zwigzku 35, ktorego dziatanie hipotensyjne jest
wynikiem blokady receptoréw a,-AR Otrzymany zwiazek 36 charakteryzuje wy-
sokie powinowactwo do receptoréw a [a i a )b adrcncrgicznych, a w badaniach in
vivo wykazat on dziatanie obnizajace ci$nienie krwi [29].

Struktury nowych selektywnych zwigzkow projektowane sg réwniez w opar-
ciu o modele farmakoforowe [30, 31, 35, 36], Zesp6t Benedctticgo [31] stosujac
podejscie QSAR (quantitative structure activity relationships) zaprojektowat feny-
lopiperazynoalkiloaminowe pochodne pirydazynonu-2 (rys. 15). Jeden z aktywnych
zwigzkow tej serii, 37, jest selektywnym antagonista receptoréw a [tAR (A" aIn=
0,89 nM, a Ib= 53,4 nM, a ld= 94,5 nM). Podobnie selektywny jest zwigzek 38, dla

ktorego oznaczona warto$¢ K. cc,ajest 0,2 nM, podczas gdy teoretycznie obliczona
wynosi 0,11 nM.
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Rysunek 15. Antagonisci receptoréw a f AR z grupy arylopiperazyn

Liczba nowych antagonistow receptoréw oc,-AR majacych w swojej strukturze
fragment arylopiperazynowy jest ogromna [24-34]. Swiadczy to o podstawowym
znaczeniu tego ugrupowania farmakoforowego w rozpoznawaniu miejsca wigzace-
go w receptorze. Duza roznorodno$¢ pozostatych fragmentéw strukturalnych cza-
steczek moze mie¢ wptyw na selektywno$¢ wigzania w receptorze. Prébguogdlnie-
nia budowy antagonistow receptorow a,-AR, pochodnych arylopiperazynjest sche-
mat przedstawiony na Rys. 16. Struktury antagonistéw maja fragment arylopipera-
zynowy potaczony tacznikiem z jednym lub dwoma segmentami czasteczki. Pierw-
sza generacja antagonistdw miata podstawnik fenylopiperazynowy, nastepna gene-
racja orio-metoksyfenylopiperazynowy. Najnowsza generacja zwigzkdw posiada
réznie podstawiony pierscien fenylopiperazyny (atomy fluorowcoéw, grupy alkok-
sylowe). Segmenty antagonistéw to roznorodne uktady heterocykliczne, czego przy-
ktadem sg zwigzki przedstawione na Rys. 12-15.

pierwszy

segment czasteczki drugi segment

czasteczKi

Rysunek 16. Elementy strukturalne pochodnych arylopiperazyn niezbedne do blokady receptoraa,-AR

5. ZWIAZKI O ROZNEJ STRUKTURZE

Przyktadem zwigzkdéw reprezentujgcych nowe struktury o dziataniu antagoni-
stdw receptorow a,-AR sgpochodne heksahydrobenzo[e]izoindolu. Punktem wyj-
Scia do poszukiwan w tej grupie pochodnych byty wyniki badan farmakologicz-
nych, otrzymanych wczesniej zwigzkdw, ktorych kierunki modyfikacji przedsta-
wiono na Rys. 17. W wyniku tych chemiczno-farmakologicznych badan uzyskano
pochodne heksahydrobenzo[e]izoindolu, wsrdd ktorych zwigzki 39 i 40 charakte-
ryzujg sie najsilniejszym dziataniem adrenolitycznym. Zwigzek 39 cechuje wysoka
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a laselektywnos$¢ (Ktcxla—0,69 nM, oc,o—35,1 nM, cnld 3,83 nM). Wykazuje on
rowniez wyzszgod tamzulosyny uroselektywnos¢. Natomiast zwigzek 40 ma wyso-
kie powinowactwo i umiarkowana selektywnos$¢ do receptoréw a,aadrenergicz-
nych {K a,a= 1,39 nM, <db= 1,63 nM, a )Jd= 0,92 nM). Zwigzki tc mogg w przyszto-
§ci znalez¢ zastosowanie jako leki stosowane w leczeniu BPH [37, 38].

wptyw konfiguracji

Rysunek 17. Antagonisci receptoréw oc,t-AR pochodne heksahydrobcnzo[c]izoimlolu

PODSUMOWANIE

Mimo roznorodnosci struktur chemicznych antagonisci receptoréw cc,-AR majg
wspolne cechy, powodujgce blokade miejsca wigzacego ligand. Typowy antagoni-
sta a,-AR posiada centrum zasadowe, zwigzane z obecnos$cig atomu azotu ulegaja-
cego protonowaniu w fizjologicznym pH, oraz co najmniej jeden pierécien aroma-
tyczny lub nienasycony, znajdujacy sie w bliskim sgsiedztwie atomu azotu. Uproto-
nowany atom azotujest zasadniczym elementem farmakoforowym, zdolnym do roz-
poznawania i wigzania reszty kwasu asparaginowego helisy 3 receptora poprzez
jonowe oddziatywanie dalekiego zasiegu. Czesto jest ono dodatkowo wzmocnione
poprzez wigzania wodorowe. Centrum zasadowe moze by¢ cze$cig tancucha alifa-
tycznego potaczonego z uktadem heterocyklicznym (chinazoliny, imidazoliny) jak
réwniez czescig pierscienia heterocyklicznego (piperydyny lub piperazyny), pota-
czonego z uktadem aromatycznym. Powinowactwo ligandu do miejsca wigzacego
w receptorze, jak i selektywnos¢, sa modulowane przez sity krotkiego zasiegu (in-
dukcyjne, odpychajace, dyspersyjne). Stad mozliwa jest réznorodnos¢ struktur li-
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gandow, ktore maja rozne whasciwosci, ksztatt i wielko$¢ czasteczek oraz roznig sie
oddziatywaniami krétkiego zasiegu.

Przedstawiony przeglad pismiennictwa wskazuje na znaczacy w ostatnich la-
tach postep w badaniach nad zwigzkami blokujgcymi receptor oct-adrenergiczny,
aw szczego6lnosci nad zwigzkami, ktore selektywnie blokujg podtyp cdatego recep-
tora. Wynika to z jednej strony z zapotrzebowania na zwigzki o takim dziataniu,
ktore w przysztosci mogg sie sta¢ skutecznymi lekami, oraz z szybkiego rozwoju
metodyki badan farmakologicznych in vitro na klonowanych receptorach ludzkich
i zwierzecych.
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ABSTRACT

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

W spétczesna cywilizacja przyzwyczaita cztowieka do dostepnosci skutecznych
tekéw stosowanych zarowno w przypadku powaznych chordb jak i codziennych
dolegliwosci. Ciagle jednak nie potrafimy znalez¢ skutecznej terapii przeciw wielu
schorzeniom. Jednym z powazniejszych jest AIDS {Acquired Immune Defficiency
Syndrome). W 1984 roku Robert Gallo z National Cancer Institute i Luc Monta-
gnier z Instytutu Pasteura udowodnili wirusowg etiologie AIDS. Odkrycie to nie
oznaczajednak, ze umiemy skutecznie zapobiec atakowi wirusa HIV, ktory stanowi
przyczyne rozwoju AIDS. Pierwszym lekiem stosowanym w terapii HIV byla azy-
dotymidyna (AZT) L

1

Zwigzek ten zostat otrzymanyjuz w tatach szes¢dziesigtych przez Jeroma Ho-
rowitza z Michigan Cancer Foundation, znacznie wyprzedzajgc pojawienie sie AIDS.
AZT poddano doktadnym badaniom z mys$lg o terapii przeciwnowotworowe;j.
W projektowanej formie nie spetnitjednak nadziei i nigdy nic pojawit sie na rynku
jako lek przeciwnowotworowy. Kiedy w 1984 roku rozpoczeto prace nad potencjal-
nymi lekami przeciw HIV w amerykanskim instytucie badawczym N ('l, dr Samuel
Broder, jeden z dyrektoréw tegoz instytutu, skutecznie zachecit firmy farmaceu-
tyczne do udziatu w badaniach przesiewowych (ang. screening). Jedng z probek
dostarczonych przez brytyjska firme Burroughs Wellcome byto wiasnie AZT [1].
Zaréwno $rodki uzywane obecnie w terapii zakazenia HIV, jak i potencjalnie nowe
farmaceutyki podzieli¢ mozna na kilka typéw w zaleznosci od klasy potaczenia
chemicznego oraz molekularnego celu ataku. Wyr6znia sie miedzy innymi analogi
nukleozydow [2], inhibitory proteazy HIV [3], nienuklcozydowe inhibitory odwrotnej
transkryptazy [4], fosfonianowe anologi acyklicznych nukleozydéw [5,6], produk-
ty naturalne [7], inhibitory integrazy [8-13],
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INHIBITORY INTEGRAZY

Obecnie farmakoterapia AIDS oparta jest miedzy innymi na lekach hamuja-
cych odwrotng transkryptaze oraz na inhibitorach proteazy HIV-1. Znanych jest
kilka inhibitoréw proteazy wprowadzanych do lecznictwa lub znajdujacych sie na
etapie badan klinicznych. Leki te, cho¢ szybko zmniejszajg liczbe wiruséw, nie zaw-
sze sg skuteczne. Przyczyna tkwi gtownie w ogromnej zmiennosci genetycznej, ktéra
prowadzi do licznych mutacji wirusa. Duze nadzieje budzi nowa grupa lekéw wie-
losktadnikowych o ré6znych mechanizmach dziatania. W$réd nich znajduja sie leki
hamujace replikacje wirusa HIV w zakazonych komérkach.

Szczegblne zainteresowanie jako cel potencjalnego ataku odgrywa integraza
HIV - enzym, ktéry umozliwia zespolenie wirusaz DNA gospodarza. Pomimo tego,
ze jej strukturajest znana, dotychczas nie udato sie wprowadzi¢ na rynek zadnego
leku, ktdrego dziatanie polegatoby na hamowaniu integrazy wirusa HIV [14].

Integraza (IN) jest enzymem, ktérego obecno$¢ konieczna jest do replikacji
wirusa HIV. Katalizuje on wigczanie sie (integracje) DNA wirusa do DNA gospo-
darza. Opracowanie efektywnych i bezpiecznych preparatéw tego typu umozliwi-
toby rozszerzenie spektrum dziatania lekdw przeciw AIDS oraz prowadzenie tzw.
politerapii schorzenia AIDS. Pomimo znacznego zaawansowania badan oddziaty-
wania otrzymanych inhibitoréw z enzymem IN, do tej pory nie rozstrzygniety po-
zostaje problem mechanizmu hamowania. Enzym integrazy zbudowanyjest z trzech
zasadniczych domen: domeny N-kofcowej, centrum katalitycznego i domeny
C-koncowecj [15]. Centrum katalityczne IN wirusa HIV zawiera triade aminokwa-
sow posiadajacych wolne grupy karboksylowe: Asp&, Aspll6i GIul® ktdre moga
wigza¢ metale dwuwartosSciowe. Przypuszcza sig, ze odgrywa to kluczowa role w
procesie katalitycznym. Konkurencyjne wigzanie inhibitora z integrazg w miejscu
wigzania z DNA wirusa lub oddziatywanie z wolnymi grupami karboksylowymi
kwasu asparaginowego i glutaminowego enzymu IN by¢ moze odpowiedzialne jest
za hamowanie aktywnosci tego enzymu. Integraza w swej aktywnej formie kom-
pleksuje kationy metali dwuwartosciowych, najlepiej jony Mg+2 [16]. Sadzi sie, ze
mechanizm dziatania inhibitoréw moze by¢ wynikiem konkurencyjnego komplek-
sowania tych jonéw przez inhibitor [17].

Dziatanie enzymu IN wirusa HIV przebiega w trzech etapach. Pierwszy etap,
okreslanyjako 3’-modyfikacja (ang. 3'-processing), polega na odszczepieniu dwdéch
nuklcotydow z kazdego 3’-koncowego taricucha obu nici DNA wirusa HIV. Skro-
cenie tarcucha prowadzi do uwolnienia grup hydroksylowych co umozliwia nukle-
ofilowe odziatywanie koncéw —3° DNA wirusa z DNA gospodarza. Etap drugi,
zwany przeniesieniem nici (ang. strand transfer), to wbudowywanie paiy zmodyfi-
kowanych koricbw DNA wirusa do DNA gospodarza. W przypadku wirusa HIV,
miejsca integracji w niciach atakowanego DNA oddzielone sg przez pie¢ par zasad.
Etap trzeci to dezintegracja polegajaca na przywroceniu ciggtosci, czyli naprawie
przerwanych nici DNA gospodarza na skutek kopiowania tych pieciu par zasad
[15].
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W latach dziewieédziesigtych opisano wiele klas zwiazkéw organicznych, kté-
re wykazujg hamujgce dziatanie w stosunku do integrazy wirusa HIV-1 [18-25],
Wsréd nich znajdujg sie naturalne i syntetyczne zwigzki zbudowane zazwyczaj
z dwdch fragmentoéw arylowych podstawionych grupami hydroksylowymi. Obie
jednostki arylowe potgczone sa réznego typu mostkami zawierajgcymi wigzania
typu Ti. Znane inhibitory integra2y podzieli¢ mozna na nastepujgce grupy, w zalez-
nosci od budowy chemicznej:

- pochodne flawonowe, jak np. kwercetyna (2) [18]

- bis katechole (3), (4) [19,20]

- tyrofostynaijej analogi (5), (6) [21]

- kurkumina (7) [22]

- pochodne kwas6éw cynamonowego, jak jego estry 2-fcnyloetylowe (CAPE,
ang. caffeic acid phenethyl ester) (8) oraz analogi amidowe [18, 23], po-
chodne kwasu 1,2-dihydroksybursztynowego (ang. chicoric acid) (9) i kwasu
chinonowego (3,5-DCQA, ang. 3,5-dicaffeoylquinic acid) (10) [24, 25]

- pochodne kwasu aurynotrikarboksylowego (ATA) (11) [26]

- pochodne na bazie kumaryny (12) [27]
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Analiza znanych inhibitordw i-ntegrazy wirusa HIV pozwolita na utworzenie
kilku modeli farmakoforéw [28]. Na podstawie badan modelowych czgsteczek i po
utworzeniu bazy tréjwymiarowych struktur czgsteczkowych wyselekcjonowano
szereg zwigzkéw, ktére obejmowaly poszukiwany farmakofor. Po przeprowadzeniu
testow wykryto wsrdd nich nowe inhibitory integrazy (13—7) [29].

STYRYLOCHINOLINY

W 1998 roku opisano nowy szereg zwigzkdw, ktore hamuja dziatanie integra-
zy wirusa HIV in vitro. Sgto pochodne styrylochinolinowe (18) [30], Wiele zwigz-
kéw z tej grupy, pozbawionych jest toksycznosci, hamuje dziatanie enzymu juz
przy stezeniach mikromolowych, a nawet submikromolowych i wyraznie przeciw-
dziata replikacji wirusa HIV ex vivo.



INHIBITORY INTEGRAZY HIV 297

Rysunek 1. Wzoiy strukturalne oraz aktywnosci styrylochinolinowych inhibitoréw enzymu IN wirusa HIV-1.
*warto$¢ p.M 1IC0etapu 3’ - modyfikacji,
bwarto$¢ p.M ICPetapu przeniesienia nici (integracji)
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Wykazano, ze obecnos¢ metali dwuwartosciowych jest konieczna dla katali-
tycznej aktywnosci enzymu integrazy wirusa HIV [15]. Kationy metalu komplek-
sowane sg przez aktywne centra enzymu o charakterze kwasowym. Autorzy cyto-
wanej pracy [30] zaprojektowali nowy inhibitor integrazy, w ktérym dwa kationy
metalu M2*mogaby¢ kompleksowane w podobny sposob. Zwigzkiem takim moze
by¢ 8-hydroksychinolina, powszechnie znany reagent do oznaczania metali M2+
(Mg2 Zn2;, Mn2). Uktad arylowy zawierajacy kilka podstawnikéw hydroksylo-
wych moze stanowié drugi element zdolny do kompleksowania. Wicie znanych inhi-
bitoréw integrazy HIV zawiera fragment aromatyczny z grupami hydroksylowymi
w potozeniu orto wzgledem siebie - uktad typu katecholu.

Otrzymano wiele pochodnych styiylochinolinowych, wykazujacych aktywnos¢
hamujacqw stosunku do enzymu IN (Rysunek 1). Zawierajg one r6zne podstawniki
w jednostce chinolinowej giéwnie w pozycji 3°- i4°- [29-32].

Zsyntezowane zwigzki badano zaréwno pod wzgledem cytotoksycznosci, jak
i ich wplywu na oba etapy, w ktorych uczestniczy enzym IN tzn. 3’-modyfikacja
i przeniesienie nici. Wartosci ICH) oznaczano in vitro dla obu tych reakcji oddziel-
nie, w przypadku wielu styrylochinolinowych pochodnych nic przekraczajg warto-
§ci 2/iM. Ogdlna metoda syntezy tych pochodnych polega na kondensacji podsta-
wionej 2-metylochinoliny z aromatycznym lub heteroaromatycznym aldehydem
(schemat 1).

Schemat 1|

Te analogi, w ktorych pierscieri benzenowy zastgpiony zostat uktadem hetero-
aromatycznym (3’-tienyl, 2’-furyl i 3’-pirydyl) okazaly sie réwniez aktywne jako
inhibitory IN. Przeprowadzone badania wyraznie wskazuja na to, ze obecno$¢ gru-
py hydroksylowej w potozeniu 8- lub karboksylowej w pozycji 7- we fragmencie
chinolinowym jest konieczna, aby zwigzek byt aktywny wzgledem IN. Najkorzyst-
niejsze rezultaty osigga sie wtedy, gdyjednoczesnie obecne sg obie te grupy. Zastg-
pienie grupy 7-karboksylowej grupg karbometoksylowg lub atomem chloru powo-
duje zmniejszenie aktywnosci lub catkowitgjej utrate. Postuluje sie, ze taki uktad
o-hydroksykarboksylowy w jednostce chinolinowej kompleksuje kationy Mg2, co
stanowi mechanizm konkurencyjny dla integrazy, a w konsekwencji prowadzi do
hamowaniajej aktywnosci katalitycznej. Natomiast obecno$¢ grup hydroksylowych
w pierscieniu aromatycznym, potgczonym mostkiem etenylenowym z fragmentem
chinolinowym, nie jest konieczna dla zachowania zdolno$ci hamowania IN. Zasta-
pienie grup hydroksylowych grupami metoksylowymi lub atomami chlorowca nie
powoduje utraty lub wyraznego ostabienia aktywnosci wzgledem enzymu IN. Wy-
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kazano réwniez, ze wiekszy wptyw na aktywno$¢ inhibitora ma obecnos$¢ uktadu
chinolinowego niz potgczonego z nim polihydroksylowego fragmentu aromatycz-
nego.

Rysunek 2. Mapy potencjatu elektrostatycznego wykonane technika
poréwnawczej mapy neuronowej Kohoncna.
Mapy przedstawiajg obszar czasteczek czasteczek styrylochinolin otoczony elipsa.
Srednie mapy czasteczek zwiazkéw a) nieaktywnych, b) aktywnych wyraznie réznig sie kolorem [33]

Rysunek 2 przedstawia wyniki badan [33] szeregu pochodnych styrylochinolin
przeprowadzone technikg poréwnawczej sieci neuronowej Kohonena [34 37], Mapy
wykonane takg technika pozwalajg zroznicowa¢ pochodne, ktére w badaniach
ex vivo wykazujg aktywnos¢ od tych, ktére nie sg aktywne. Poréwnujac mapy
z konkretnymi strukturami, udaje sie odnalez¢ proste molekularne uwarunkowanie
aktywnosci. Okazuje sig, ze decydujace znaczenie odgrywa mozliwo$¢ wystepowa-
nia efektu mezomerycznego miedzy parg elektronowg podstawnika X a chinolino-
wym pierScieniem zwigzku. Efekt taki moze wystgpi¢ wowczas, kiedy podstawnik
znajduje sie w potozeniu para lub orto. Wykonanie map podobnych do tych, ktére
pokazano na rysunku 2 pozwolito na efektywne prognozowanie przeciwwirusowej
aktywno$¢ w hodowlach komdrkowych ex vivo, a wiec projektowanie nowych inhi-
bitoréw [33],

Wartosci aktywnosci enzymu IN oznaczone w badaniach in vitro nie zawsze
korelujg z aktywnoscig antywirusowg okreslong metodg ex vivo [29, 30]. Wyizolo-
wane komorki zainfekowane wirusem HIV-1 traktowano roztworami inhibitoréw
0 roznym stezeniu. Wiekszo$¢ zwigzkéw z grupy pochodnych styrylochinolino-
wych nie wykazywato cytotoksycznosci przy stezeniach ponizej 100 //M. Zwigzki
posiadajace uktad typu katecholu, czyli dwie grupy hydroksylowe w potozeniach
3’14’ z requty aktywne jako inhibitory IN, wykazywaty relatywnie wysokg tok-
syczno$¢ komorkowa. Fakt ten w zasadzie wyklucza ich zastosowanie w prepara-
tach leczniczych przeciwko wirusowi HIV. Problem toksycznosci jest barierg row-
niez w przypadku zastosowania do celéw terapeutycznych pochodnej z fragmen-
tem 3’-tienylowym, pochodnych zawierajagcych pierscied benzenowy podstawiony
w potozeniu 4°- grupami - N02i NHACc, a takze niepodstawiony pierscien benze-
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nowy. Czestojednak te zwiazki, ktdre sg najskuteczniejszymi inhibitorami IN, wy-
kazuja rowniez aktywnos$¢ przeciwwirusowg ex vivo wzgledem wirusa HIV [31],

DIKETOKWASY

Jedng z ostatnio opisanych klas inhibitorow IN wirusa HIV-1 stanowig diketo-
kwasy (Rysunek 3). Grupa badawcza w Merck Research Laboratories otrzymata
caty szereg takich zwigzkow, ktdre selektywnie i skutecznie hamujgproces przenie-
sienia nici enzymu IN wirusa HIV-1. Wykazano rowniez aktywnos¢ ex vivo tej gru-
py zwiazkow. Diketokwasy nie posiadajg uktadu typu katechol i by¢ moze z tego
powodu pozbawione sg cytotoksycznosci [38, 39].

4-OCHs,2-OCHCHa

3-OCH3, 2-0CHCHY)j
2-OCHs

*warto$¢ ICI0(jiM) dla procesu przeniesienianici
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0=60,1° 0=69,3° 0=74,6° 0=118,2°

)
0=138,6° 0=141,3 0=148,9°

Rysunek 3. Wybrane analogi diketokwaséw oraz centralny pierscier aromatyczny wyznaczajacy kat 8 [38]

Zsyntezowano rowniez takie pochodne, w ktdiych centralny pierscien aroma-
tyczny zostat zastgpiony innym ukladem heteroaromatycznym lub inaczej niz
1,3-podstawionym pierScieniem benzenowym. W wyniku takiej modyfikacji frag-
ment zawierajagcy dwie grupy ketonowe i karboksylowg oraz pozostaty fragment
benzylowy, moga by¢ wzgladem siebie r6znie zorientowane w przestrzeni - para-
metrem, ktéry okresla to zorientowanie jest kat 6 pokazany na rysunku 3.

Wzajemne utozenie przestrzenne omawianych fragmentéw wptywa na aktyw-
nos$c¢ diketokwasow. Wartosci IC®zmierzone in vitro dla procesu przeniesienia nici
(integracji) dla wiekszosci otrzymanych diketokwasow przyjmowaty wartosci rze-
du 0,1 jM. Wiele sposrod otrzymanych pochodnych wykazuje rowniez wysokg
aktywnosc¢ ex vivo [38],

Do grupy diketokwaséw zaliczy¢ mozna réwniez styrylochinolinowg pochod-
ng 19 [40], ktéra jednak okazata sie whrew oczekiwaniom catkowicie nieaktywna
in vitro wobec enzymu IN. Pomimo tego zwigzek ten wykazuje znaczng aktywnos¢
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Poszukiwania nowych klas inhibitoréw IN ciggle pozostajg problemem otwar-
tym. Enzym IN, ktéry katalizuje proces replikacji DNA wirusa HI1V-1w komdrkach
nosicielajest ostatnim celem, w stosunku do ktérego nie dysponujemy jeszcze efek-
tywnie dziatajgcym lekiem. Sadzi sie, ze znalezienie takiego Srodka pozwoli w znacz-
nym stopniu przetamac ztozone problemy terapii AIDS, ktéra wymaga stosowania
wielu preparatdw o réznych mechanizmach dziatania. Nowe klasy inhibitoréw poz-
walajg rowniez lepiej zbada¢ mechanizmy dziatania samej integrazy.
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ABSTRACT

In this review a survey of literature data concerning shock wave synthesis of
dense modifications of carbon and boron nitride is presented. Various types ofexplo-
sive set-ups used for shock loading of samples containing carbon materials and
graphitic boron nitride are presented. Some characteristics of the products of shock

wave synthesis are described.
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TECHNOLOGICZNE ASPEKTY SYNTEZY DIAMENTU | GESTYCH
ODMIAN AZOTKU BORU W FALACH UDERZENIOWYCH

Historia syntetycznego diamentu zaczeta sie w roku 1953, w ktorym badacze
szwedzcy Liander i Lunbland przeprowadzili pierwszg synteze. Idea metody wy-
twarzania diamentu, ktéra doprowadzita do pierwszej udanej syntezy, stata sie pod-
stawg przemystowej technologii wytwarzania materiatow supertwardych. Realiza-
cja bezposredniej przemiany grafitu i aBN w odmiany geste wymaga osiggniecia
ci$nienia przekraczajgcego 10 GPa. Wspdtczesna technika wysokich cisnien sta-
tycznych pozwala wytworzy¢ cisnienia siegajace 100 GPa. Jednak uzyskanie sta-
tycznego cisnienia przekraczajgcego 10 GPa w duzej objetosci materiatu jest bar-
dzo trudne.

Tymczasem technika cisnieri impulsowych pozwala na generowanie w prosty
sposéb cisnien znacznie przekraczajacych 10 GPa. W wyniku detonacji wysoko-
energetycznych materiatbw wybuchowych (oktogen, heksogen, pentryt, trotyl itp.)
powstajg cisnienia w zakresie 20740 GPa. Cisnienie to mozna zwiekszy¢ o kilka-
dziesiat procent poprzez odbicie fali uderzeniowej od metalowej przegrody. Dalszy
wzrost ci$nienia mozna uzyska¢ wykorzystujac energie produktdw detonacji do
napedzania ptytek lub cylindrycznych i kulistych otoczek. Uderzeniowe sprezanie
materiatu powoduje nie tylko wzrost cisnienia, ale rowniez znaczny przyrost tem-
peratury zapewniajgc warunki, przy ktorych grafit i aBN przechodzg w odmiany
o strukturze typu sfalerytu i wurcytu.

Pierwszg publikacjg, w ktdrej przedstawiono uktady technologiczne do otrzy-
mywania syntetycznych diamentéw metodgwybuchowa byt patent [11 P.S.DeCarli
zaproponowat w nim kilkanascie uktadéw wybuchowych réznigcych sie miedzy
innymi metodami obcigzania prébek weglowych oraz sposobami zachowania ich
fragmentéw po dynamicznej obrdbce.

B

Rysunek 1. Najprostsze uktady wybuchowe typu zaciskowego do otrzymywania diamentow:
1—proébka weglowa, 2 —otoczka metalowa, 3 - zapalnik, 4 —podstawowy fadunek materiatu wybuchowego,
5- cylindryczna obudowa, 6- pojemnik o wysokiej wytrzymatosci meclumic/nej, 7 - piasek,
8—generator fali ptaskiej, 9 - cylindryczny tadunek materiatu wybuchowego [ 1]
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Najmniej skomplikowane uktady sa przedstawione narys.l. Sgto ukfady typu
zaciskowego, w ktorych fala uderzeniowa jest generowana w prébce weglowej,
poprzez oddziatywanie fali detonacyjnej propagujacej sie w tadunku materiatu wy-
buchowego bezposrednio sie z nigstykajgcego. W uktadzie A materiat weglowy (1)
znajdujacy sie w metalowej otoczce (2) jest osiowo umieszczony w tadunku (4)
materiatu wybuchowego (MW) uformowanego w szklanej lub metalowej cylindiycz-
nej obudowie (5). Po zainicjowaniu tadunku MW za pomocgzapalnika elektryczne-
go (3) ci$nienie detonacji produktéw wybuchowego rozktadu formuje w obcigzanej
prébce fale uderzeniowg powodujgcg czesciowgtransformacje grafitu w diament.

Modyfikacjg tego uktadu jest uktad B. W uktadzie tym probka grafitowa (1)
umieszczonajest w cylindiycznym tadunku wysokoenergetycznego materiatu wybu-
chowego (4), na ktoiym znajduje sie dysk (9) wykonany réwniez z MW. Do pobu-
dzania MW zastosowano generator ptaskiej fali detonacyjnej typu stozkowego (8).
Catos¢ zostata umieszczona w wytrzymatym pojemniku (6) wypetnionym piaskiem
(7). Parametry obcigzenia wybuchowego mozna regulowaé poprzez zmianeg para-
metréw detonacyjnych zastosowanego MW, a czas oddziatywania wielkos$cig ta-
dunku.

Innymi uktadami stosowanymi do wybuchowej syntezy diamentéw sg uktady
ptaskie typu zaciskowego (C) lub uderzeniowego (D)—rys.2. W poréwnaniu z ukta-
dami A i B, w ktorych prébka weglowa znajdowata sie w cienkos$ciennej obudowie,
w tych uktadach materiat weglowy umieszczony jest w bloku o wysokiej wytrzy-
matosci. W ptaskim uktadzie zaciskowym C prdbka weglowa (3) podparta metalo-
wym korkiem (5) znajduje sie w pierscieniu aluminiowym, miedzianym lub stalo-
wym (4), ktéry umieszczony jest na podstawie (6). Na weglowej prébce znajduje
sie podstawowy tadunek materiatu wybuchowego (2), w ktérym detonacja jest ini-
cjowana za pomocag generatora fali ptaskiej (1). Zastosowanie stalowego pierscie-
nia umozliwia zachowanie fragmentéw obcigzonej probki weglowej.

D

Rysunek 2. Uktady ptaskie do otrzymywania diamentéw typu zaciskowego C i uderzeniowego D:
1- generator fali ptaskiej, 2 - podstawowy tadunek materiatu wybuchowego, 3 - prébka weglowa,
4 —pierscien metalowy, 5—korek metalowy, 6 —podstawa, 7 —napedzana ptytka, 8—dystanse,
9- deska podpierajaca, 10- pojemnikz woda [1]
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Uktad typu uderzeniowego D charakteryzujg sie tym, ze na materiat weglowy
nie oddziatujg bezposrednio produkty wybuchu, ale ptytka metalowa nimi nape-
dzona. Uktady uderzeniowe sg stosowane w celu uzyskania wyzszych cisnien
w obcigzanej probce. W ukfadach tych ptaska fala detonacyjna propagujaca sie
w podstawowym tadunku materiatu wybuchowego (2) dochodzi do powierzchni
metalowej ptytki (7). Produkty wybuchu zaczynaja napedzac¢ ptytke, niszczone sg
plastikowe dystanse (8) i ptytka, majac okreslonapredkosé, uderza w weglowy mate-
riat. Ptaska fala uderzeniowa rozprzestrzenia sie w graficie powodu jac jego trans-
formacje w diament. Pod wptywem dziatania wybuchu niszczona jest deska pod-
trzymujaca (9) i czes¢ elementdw uktadu wpada do zbiornika z wodg (10).

Rysunek 3. Uktady do syntezy diamentéw wykorzystujace generator lali ptaskiej typu ..putapka na myszy™:
1- zapalnik, 2,4,6 - tadunki materiatu wybuchowego, 3,5,10 - plytki metalowe, 7 - ptéhka weglowa,
8- deska podtrzymujaca, 9 - pojemnik z woilg, 11 dystanse 111

Do generacji ptaskiej fali detonacyjnej w uktadach lypu (' i 1) stosuje sie gene-
rator stozkowy lub generator typu ,,putapka na myszy" (mouse-trap) rys.3. Pierw-
szym elementem tego generatora jest ptaski tadunek materiatu wybuchowego (2)
uzbrojony w zapalnik elektryczny (1) znajdujacy sie na metalowej ptytce (3). Jest
on ustawiony pod odpowiednim katem w stosunku do drugiego elementu skfadaja-
cego sie rowniez z ptaskiego tadunku MW (4) i ptyty metalowej (5). (ienerator fali
ptaskiej jest usytuowany pod odpowiednim katem w .stosunku do podstawowego
tadunku MW (6), w ktorym formuje ptaska fale detonacyjna.

Wyrézniajacg cechg nastepnego uktadu (rys. 4) jest symetria sferyczna. Dzieki
umieszczeniu na powierzchni kulistego tadunku materiatu wybuchowego (3) serii
zapalnikéw (5) i ich jednoczesnym zainicjowaniu, w tadunku formuje sie zbiezna
fala detonacyjna. Wytwarza ona w probce weglowej (1) zbiezng fale uderzeniowg
o wysokich parametrach, uzyskanych dzieki efektowi kumulacyjnemu. Odpowied-
nio wysoka kumulacje fali uderzeniowej w materiale weglowym mogg zapewnié
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jednoczesnos¢ zainicjowania procesu detonacji na catej powierzchni tadunku mate-
riatu wybuchowego oraz jego homogenicznos¢.

Rysunek 4. Uktad o symetrii kulistej do otrzymywania diamentéw
1- material weglowy, 2 - metalowa obudowa, 3 - fadunek materiatu wybuchowego,
4 - metalowy pojemnik, 5- zapalniki, 6- Zrédto pradu, 7 - przetgcznik [1]

Inny uktad sferyczny zaproponowany zostat w pracy [2]. Obciagzana prdbka
znajduje sie wewnatrz dwoch masywnych potkul, oddzielonych od tadunku mate-
riatu wybuchowego przerwg powietrzng. Wielko$¢ dystansu jest uzalezniona od
wymiaréw poétkul, masy fadunku materiatu weglowego i innych czynnikow. W pa-
tencie [2] proponowane jest réwniez inne rozwigzanie polegajace na rozcztonkowa-
niu fadunku materiatu wybuchowego. Jego poszczeg6lne fragmenty znajdujg sie
wjednakowych odlegtosciach, co zabezpiecza stopniowe obcigzanie weglowej préb-
ki. W przypadku uktad6éw sferycznych bardzo jest istotna synchronizacja inicjowa-
nia detonacji na catej zewnetrznej powierzchni tadunku materiatu wybuchowego.
Jedng z form realizacji takiego procesu jest pokrycie tadunku folig metalowg i nas-
tepniejej elektiyczne pobudzenie pod wptywem elektrycznego impulsu. Innym roz-
wigzaniem jest zastosowanie komory implozyjnej - [3]. Komorata przedstawia sobg
potkule wypetniongmieszaningtlenu i wodoru - tys$. 5. Za pomocgzaptonnika umie-
szczonego w centrum komory inicjowanajest w gazie kulista rozbiezna fala detona-
cyjna. Fala ta uderza w hemisfeiyczng powtoke materiatu wybuchowego (pentiyt,
3 mm grubosci). Jej odbicie powoduje jednoczesne pobudzenie detonacji powtoki
na catej jej wewnetrznej powierzchni. Rozprezajace sie produkty detonacji generujag
w gazie wypetniajagcym komore (para wodna) zbiezng fale uderzeniowa. W poblizu
centrum komoiy falata maamplitude wystarczajaco wysoka, aby spowodowac prze-
miane w diament grafitu znajdujgcego sie w pojemniku umieszczonym na wylocie
komory. W opisanym uktadzie uzyskiwano 5% stopien przemiany grafitu w dia-

ment.
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Pojemnik 7

Rysunek 5. Schemat uktadu z komorg implozyjna [3]

W pracy [4] wprowadzono pewne modyfikacje do opisanej powyzej metody.
Obcigzeniu poddawano nie sam grafit, leczjego mieszanine z miedzig. Przed obcia-
zeniem przepuszczano przez prébke silny impuls pradowy. Odlegtosé czasowa po-
miedzy impulsem pradowym i poczatkiem uderzeniowej kompresji wynosifa
100-160 [is. Amplituda fali uderzeniowej wynosita 18-25 GPa. Stwierdzono, ze
wzrost energii impulsu pragdowego powoduje zwiekszenie stopnia przemiany grafi-
tu w diament. Najwyzsza osiggnieta wydajno$¢ przemiany wynosita 25%.

Na tys. 6, zaczerpnietym z pracy [5], przedstawiona jest idea uktadu wykorzy-
stujgcego efekt zderzenia dwdch przeciwbieznych fal uderzeniowych. Obcigzane
sajednoczesnie dwie ksztattki (4) wykonane z mieszaniny zawierajgcej grafit, umiesz-
czone w gniazdach podstawowej ptyty metalowej (9). Ptyta speinia role pojemnika
zabezpieczajgcego przed rozrzuceniem produktow. Probki materiatu zawierajgcego
grafit sg zabezpieczone dodatkowymi stalowymi ptytkami (5). £adunek materiatu
wybuchowego (3) i napedzane ptyty (6) za pomocg drewnianych klindw (7) sg usy-
tuowane pod katem a = 10° do powierzchni metalowej ptyty (9), umieszczonej na
drewnianej podstawie (8). Materiat wybuchowy (3) jest inicjowany generatorem
liniowej fali uderzeniowej (2). Ptyty napedzane uderzajgjednoczesnie z przeciwle-
gtych stron w poszczegélne fragmenty ptyty podstawowej, generujac zderzajace sie
fale uderzeniowe. W wyniku obcigzenia podstawowa ptyta (9) zanurza sie w piasek
(10) na gtebokos¢ do 80 cm. Piasek speinia rowniez role medium chtodzacego, od-
prowadzajac ciepto z produktéw dynamicznego obcigzenia. Stopief przemiany gra-
fitu w diament w opisanym uktadzie jest bardzo niski i wynosi 1,36% lub 0,136 g na
kilogram materialu wybuchowego.
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Rysunek 6 Schemat obciggania zderzajacymi sie falami uderzeniowymi.
1- zapalnik elektryczny; 2 - generator liniowej fali uderzeniowej, 3 - tadunek materiatu wybuchowego,
4 - mieszanina reakcyjna zawierajaca grafit, 5 - ptytkazabezpieczajaca, 6- ptyty metalowe napedzane,
7 - drewniane kliny, 8- drewniana podstawa, 9 - podstawowa ptyta metalowa, 10- piasek [5]

W kolejnym uktadzie (rys. 7), w ktérym po raz pierwszy w Polsce przeprowa-
dzono synteze diamentu [6], detonacja materiatu wybuchowego (2) jest inicjowana
jednoczesnie z dwoch przeciwlegtych stron fadunku. W prébce zawierajgcej grafit
(4) nastepuje proces zderzenia fal uderzeniowych. Po obcigzeniu, prébki grafitowe
rozdrobniono i wyizolowano drobne ziarna diamentu, ktérych obecnos$¢ potwier-
dzono na podstawie wynikéw analizy rentgenograficznej

Rysunek 7. Pierwszy polski ukfad do wybuchowej syntezy diamentéw:
1 - system inicjowania detonacji, 2 - fadunek materiatu wybuchowego, 3 - ekrany,
4 - probka zawierajaca grafit [6]
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W literaturze patentowej opisano rowniez uktady w ktorych wykorzystywano
zjawisko kumulacji [7, 8], Pod wptywem dziatania strumienia kumulacyjnego ge-
nerowanejest wprobce zawierajacej grafit cisnienie rzedu 100 GPa i wyzsze. Wkiad-
ka kumulacyjna moze by¢ réwniez wykonana z grafitu. W celu zwiekszenia stopnia
przemiany do wyjsciowej mieszaniny dodawane sg zarodki krysztatéw diamentéw,
a prébka moze by¢ wstepnie podgrzewana. Czasami wykonywany jest w niej otwor
spetniajacy role rezonansowej rurki. £adunek kumulacyjny z wktadka miedziang
0 masie 15 g przebija grafitowa tarcze na gteboko$é 300 mm przy poczatkowej Sre-
dnicy otworu do 10 mm.

Jedno z ciekawszych rozwigzan uktadu kumulacyjnego zostato zaproponowa-
ne w patencie [8]. Blok grafitowy (3) o $rednicy 150 mm i dfugosci 500 mm jest
obcigzany dwoma kumulacyjnymi tadunkami (2), z ktérych kazdy ma mase 800 g
(rys. 8). Uktady typu kumulacyjnego nie znalazty praktycznego zastosowania. Brak
jest doniesien, aby w tego typu ukfadach uzyskano znaczacg wydajnos$é diamentu.

Rysunek 8. Schemat kumulacyjnego uktadu do obcigzania materiatu weglowego:
1 - zapalnik elektryczny, 2 - kumulacyjny tadunek materiatu wybuchowego, 3 - prdbka weglowa [8]

Istotnym problemem przy realizacji procesu dynamicznej syntezy materiatow
supertwardych jest zabezpieczenie produktu przed przemiang odwrotng spowodo-
wangwysokgtemperaturg prébki po zdjeciu obcigzenia. Aby zabezpieczy¢ produkt
syntezy, nalezy szybko odprowadzi¢ ciepto od nowo powstatych ziaren materiatu
supertwardego. Mozna to osiggna¢ poprzez rozproszenie materiatu wyjsciowego
w metalowej matiycy. Ten spos6b zabezpieczenia produktu przed przemiang od-
wrotng zastosowano w patencie [9]. Metalowa matryca moze tworzy¢ ciggty szkie-
let mieszaniny reakcyjnej (zeliwo) lub sktadac sie z oddzielnych ziaren dodatku
chtodzacego. Jako dodatek preferowane sg metale takie jak zelazo, miedz, alumi-
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nium, nikiel. W patencie [9] wykorzystano do obcigzania mieszaniny reakcyjnej
ptaski uktad wybuchowy typu uderzeniowego, analogiczny do przedstawionego na
rys. 2. W opisanych probach obcigzano jednorazowo od 3 do 230 g materiatu wyj-
Sciowego. Prébki mieszanin reakcyjnych miaty ksztatt dyskéw o $rednicy od
100 do 250 mm i grubosci od 13 do 51 mm. Typowa grubo$¢ prébki wynosita
ok. 30 mm. Obcigzenie byto wytwarzane uderzeniem stalowej ptytki, ktdrej gru-
bos¢ zmieniata sie w granicach od 0,8 do 9,4 mm. Ptytka znajdowata sie poczatko-
wo w odlegtosci 38 mm od pojemnika. Byta ona napedzana produktami detonacji
kompozycji B, inicjowanej za pomocg generatora fali ptaskiej typu stozkowego.
Masa tadunku zmieniata sie od 1,8 do 12 kg, przy czym typowa byta masa ok. 11 kg.
Pojemnik z mieszaning reakcyjngumieszczano we wgtebieniu w bloku otowianym.
Blok ten petnit role uktadu amortyzujacego, przejmujacego czes¢ energii wybuchu
poprzez plastyczng deformacje. W przypadku, gdy dodatek chtodzacy tworzy cig-
gta matryce (zeliwo), nie stosowano pojemnika i umieszczano obcigzang probke
bezposrednio w bloku otowianym.

Rola dodatku nie sprowadza sie jedynie do obnizenia koricowej temperatury
produktu. Mata Scisliwos¢ i duza gestos¢ materiatdw stosowanych jako dodatek
w patencie [9] utatwia osigganie wysokich wartosci cisnienia. Warto réwniez zwro-
ci¢ uwage na fakt, ze wysokgwydajno$¢ uzyskano w prébach opisanych w patencie
wowczas, gdy matryce stanowity duze ziarna dodatku (frakcje 75-104, 230-330
i 550-790 |um), natomiast w porach znajdowaty sie mate ziarna materiatu wyjscio-
wego (rozmiar 0,5-5 |um). Taka struktura sprzyja wykorzystaniu efektow lokalnego
nagrzewania sie materiatlu matrycy w poblizu poréw w trakcie uderzeniowej kom-
presji. Materiat wyjsciowy, kontaktujac sie z nagrzanym metalem, przejmuje ciepto
i tatwiej podlega przemianie. Dzieki temu, mozna lokalnie zwiekszy¢ warto$¢ tem-
peratury, w ktorej przebiega przemiana, bez zwiekszania $redniej temperatury
w probce.

Z opisu przedstawionego w patencie wynika, ze w procesie odcigzenia wyste-
puje niekorzystny efekt niszczenia pojemnika i rozpraszania materiatu probki.
W przypadku probek o gestosci zblizonej do teoretycznej udaje sie zachowaé po-
wyzej 90% materiatu prébki. Znacznie trudniej jest zachowa¢ materiat o duzej wyj-
Sciowej porowatosci (gestos¢ rzedu 65-75% wartosci teoretycznej). W tym przy-
padku straty moga siega¢ 90% wyjsciowej masy prébki.

W prdbach opisanych w patencie [9] uzyskano wydajno$¢ przemiany zmienia-
jaca sie od 2,5 do 52,4%. Najwyzszg wydajno$¢ uzyskano przy obcigzaniu zeliwa
zawierajgcego ptytkowe wtrgcenia grafitu. Dla prasowanych mieszanin reakcyjnych
uzyskano najwiekszg wydajno$¢ 31,9%. Sprawnos$¢ metody, mierzona stosunkiem
masy produktu do masy uzytego materiatu wybuchowego, wynosita 10 g/kg dla
prébek zeliwa i 3,7 g/kg dla probek prasowanych. W drugim przypadku istotny
wplyw na obnizenie sprawnosci miato rozpraszanie materiatu probki.

Istotng wade ptaskiego uktadu wybuchowego, jakajest trudno$¢ zachowania
catosci probki, mozna wyeliminowac¢ stosujgc uktady cylindryczne opisane w pa-
tencie [10]. Uklady te przedstawiono na rys. 9. Prébka mieszaniny reakcyjnej
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1 umieszczonajest w cylindrycznym pojemniku 2 zamknietym metalowymi korka-
mi 3. W pierwszej wersji uktadu (uktad typu zaciskowego) pojemnik jest otoczony
warstwa materiatu wybuchowego 4. Detonacja inicjowana jest z jednego konca ta-
dunku poprzez wybuch pomocniczego tadunku 5, pobudzanego zapalnikiem 6. Fala
detonacyjna propaguje sie w warstwie materiatu wybuchowego wzdtuz $cianki po-
jemnika. Cisnienie detonacji za falggeneruje w $ciance pojemnika zbiezng fale ude-
rzeniowa. Falata przechodzi do mieszaniny reakcyjnej i powoduje zaj$cie przemia-
ny polimorficznej.

Rysunek 9. Schematy dwoéch typéw uktadéw typu cylindrycznego:
a- uklad typu zaciskowego, b - uktad typu uderzeniowego, 1- obcigzana probka, 2 - pojemnik, 3 - korki,
4 - materiat wybuchowy, 5 - tadunek inicjujacy, 6- zapalnik, 7- elementy centrujace, 8- otoczka [1QJ

W drugiej wersji uktadu (ukfad typu uderzeniowego) pojemnik usytuowany
jest za pomocaelementéw centrujgcych 7 wewnatrz cylindrycznej otoczki 8. Dzia-
tanie cisnienia produktéw detonacji napedza otoczke w kierunku pojemnika. Jej
uderzenie w pojemnik wytwarza zbiezngfale uderzeniowg. W patencie [11] zaleca
sie stosowanie ukfadu typu uderzeniowego do syntezy diamentu. Inne zalecenia
odnoszg sie do charakterystyk mieszaniny reakcyjnej i doboru parametréw uktadu.
| tak zaleca sig, aby mieszanina reakcyjna zawierata 3-12% materiatu wyjsSciowe-
go. Preferowanejest stosowanie grafitu naturalnego o ziarnistosci 0,5-5 pm. Poleca
sie stosowanie miedzi jako dodatku, ze wzgledu na wysoka przewodno$¢ cieplng
i temperature topnienia mniejszg od temperatury grafityzacji diamentu. Wzgledna
gestos¢ materiatu wyjsciowego, okreslana jako stosunek jego masy do objetosci
przestrzeni porowej w matrycy utworzonej przez ziarna dodatku, powinna wynosié¢
25-60% gestosci teoretycznej. Zalecane jest stosowanie pojemnikéw i otoczek wy-
konanych ze stali lub miedzi. Masa otoczki powinna by¢ wieksza od 0,3 masy po-
jemnika i prébki, natomiast masa materiatu wybuchowego powinna wynosi¢ 1,5-8
mas otoczki. Zaleca sie zachowanie odlegtosci od pojemnika réwnej od 1do 6 gru-
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bosci otoczki (w praktyce 1,5-2). Stosowane sg materiaty wybuchowe o stosunko-
wo niskiej predkosci detonacji 4000-5000 m/s. W przyktadach opisanych w paten-
cie podano wartosci parametrow charakteryzujacych uktady o matych i duzych ga-
barytach. Uktady o matych gabarytach miaty dtugos¢ od 30 do 45 cm. Stosowano
pojemniki o $rednicy 30,2 mm i grubosci $cianki 3,2 mm. Jednorazowo obcigzano
od 4 do 8 g materiatu wyjsciowego, stosujgc ok. 0,5 kg materiatu wybuchowego.
Ukfad o duzych gabarytach mial dtugo$¢ 3 m. Srednica pojemnika wynosita 114
mm, zas$ $rednica otoczki 280 mm. Otoczka miata grubo$¢ 32 mm. Obcigzana préb-
ka zawierata 4,1 kg materiatu wyjsciowego. Masa detonowanego tadunku wynosita
4700 kg. Wydajnos¢ przemiany wynosita od 42 do 76%. Sprawno$¢ metody zmie-
niata sie w granicach 10-15 g/kg dla uktadéw o matych wymiarach. W uktadzie
0 duzych gabarytach sprawnos$é metody byta znacznie mniejsza i wynosita -
0,3 g/kg. Jednakze duza skala eksperymentu pozwolita na zastosowanie taniego
materiatu wybuchowego (mieszanina amatolu z solg kuchenng).

Dalsze poszukiwanie sposobéw zwiekszenia ekonomicznej efektywnosci me-
tody doprowadzity do zastosowania materiatu wybuchowego typu saletrol - patent
[12], Celem zwiekszenia ci$nienia detonacji do materiatu dodawano 8-20% tlen-
kow zelaza. W patencie opisano wyniki obcigzania mieszaniny miedziano-grafito-
wej w uktadach o dtugosci 4,3 m. Jednorazowo obcigzano ok. 10 kg grafitu, stosujac
6000 kg materiatu wybuchowego. Uzyskano wysoki stopieni przemiany (30-60%)
oraz sprawnos$¢ metody rzedu 1g/kg.

Zastosowanie cylindiyczncgo uktadu wybuchowego utatwia zachowanie po
obcigzeniu probki mieszaniny reakcyjnej, jednakze idla tego typu uktadu wystepu-
ja trudnosci z utrzymaniem catosci probki w pojemniku. W celu ich przezwycieze-
nia zaproponowano w patencie [13] specjalng konstrukcje korka zamykajacego po-
jemnik. Korek utworzony jest ze sprasowanych pastylek stalowych. W czesci korka
przylegajacej do probki, gestos¢ zaprasowania pastylek stalowych dobiera sie
w taki sposob, aby wyeliminowac odbicie fali uderzeniowej na granicy probki
1korka. Odbicie fali uderzeniowej moze prowadzi¢ do lokalnego wzrostu cisnienia,
zagrazajacego zniszczeniem $cianek pojemnika. Po przejsciu fali uderzeniowej spra-
sowane pastylki stalowe tworzg monolityczny korek, utrzymujacy probke wewnatrz
pojemnika. Zewnetrzna czes¢ korka sktada sie z pastylek stalowych o zmniejszajg-
cej sie gestosci. Dzieki temu po obcigzeniu tworzy sie stozkowe zakonczenie po-
jemnika, utrzymujace korek. Czes¢ pastylek o matej gestosci zaprasowaniajest wy-
rzucana z pojemnika. Unoszg one ze sobg nadmiar pedu, ostabiajgc rozciggajace
dziatanie fali. Tego typu rozwigzanie, zwane momentum trap (putapka na ped), sto-
suje sie czesto w uktadach wybuchowych.

Technologia wytwarzania syntetycznych diamentdéw oparta na podstawach
przedstawionych w patentach [10, 11,13] zostata zastosowana na skale przemysto-
wa przez amerykanska firme DuPont De Nemours.

Przemystowa technologia wytwarzania azotku boru o strukturze wurcytu row-
niez zostata oparta na wykorzystaniu uktadéw cylindrycznych. Uktady takie opisa-
ne zostaty w patentach [14—16]. W patencie [14] opisano ukiady cylindryczne,
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w ktorych w centralnej czesci probki umieszczano stalowy pret. W rezultacie obcig-
zaniu podlegata prébka w postaci cylindrycznej warstwy mieszaniny reakcyjnej.
Stosunek Srednicy prébki do $rednicy preta wynosit 1,9. Probka sktadata sie z sa-
mego aBN prasowanego do gestosci réwnej 78% teoretycznej lub mieszaniny
z NaCl w stosunku objetosciowym 1:1 oraz Cu w stosunku wagowym 1:9. W przy-
padku uktadu typu zaciskowego stosowano jako materiat wybuchowy kompozycje
B. W ukladzie typu uderzeniowego uzyto amatol 50/50. W zalezno$ci od warun-
kow syntezy uzyskano 42-60% przemiany materiatu wyjSciowego w yBN.

Zaciskowy uktad cylindryczny z centralnym pretem zastosowano réwniez
w patencie [15]. Obcigzano w nim spiek aBN o gestosci 70% teoretycznej. Stosu-
nek Srednicy prébki do srednicy preta wynosit 1,3. Uzyskano stopief przemiany ok.
40% i sprawnos¢ ok. 21g/kg.

W patencie [16] opisano wyniki préb obcigzania mieszanin reakcyjnych za-
wierajagcych aBN w uktadzie cylindrycznym typu zaciskowego. Jako dodatek do
materiatu wyjsciowego stosowano PbCI2 NaCl, Mo, PbF2 KBr, LiF, Cu, Fe, Al,
H,0, HzZO+NaOH. Najwyzszy stopien przemiany (99,5%) uzyskano stosujac jako
dodatek wode z 1% NaOH. Dzigki zastosowaniu grubosciennego pojemnika wyko-
rzystano efekt kumulacji zbieznej fali uderzeniowej w $ciance pojemnika. Pozwala!
on uzyskiwac bardziej jednorodny rozktad cisnienia w obcigzanym materiale. Sto-
sowano pojemnik o dtugosci 145 mm, wewnetrznej $rednicy 8 mm i zewnetrznej
Srednicy rosngcej od 28 do 32 mm. Stosowano fadunki heksogenu o gestosci
I,1 g/cm3lub lanego trotylu. Masa materiatu wybuchowego wynosila 1,7 kg w przy-
padku heksogenu i 2,6 kg w przypadku trotylu. Jednorazowo obcigzano od 2 do 59
aBN. Najwyzsza uzyskana sprawno$¢ wynosita 2,4 g/kg. Byta ona wyraznie nizsza
od uzyskiwanej w uktadach z centralnym pretem. Dlatego w zastosowaniach prze-
mystowych wykorzystuje sie uktad z centralnym pretem.

CHARAKTERYSTYKA PRODUKTOW UDERZENIOWEJ SYNTEZY
DIAMENTU | GESTYCH ODMIAN AZOTKU BORU

Pierwsze doniesienia o wynikach badan charakteiystyk produktu dynamicznej
syntezy diamentu zawarte byly w pracach [17, 18], Pierwsza 7.tych prac poswieco-
najest badaniom diamentow powstajacych przy uderzeniowym obcigzeniu zeliwa.
Produkt syntezy jest w tym przypadku mieszaning dwoch form. Pierwszg z nich
tworzg wzglednie ptaskie i zwarte agregaty iglastych, submikronowych krystali-
tow. Druga forma ma posta¢ matowych pojedynczych krysztatow w postaci ptytek,
posiadajgcych czesto heksagonalny kontur. Pierwsza z tych form wystepuje przede
wszystkim we frakcji 0,5-4 [im. Tworzgjg widkniste agregaty bedace wigzkami
krystalitow o dtugosci 50—300 nm i szerokosci 30 nm. Ze wzrostem rozmiaru ziaren
ros$nie udziat pojedynczych krysztatéw od 12% dla frakcji 0,5 pm do 57% w przy-
padku frakcji 30 pm. Charakterystyczna cechg struktury pojedynczych krysztatow
jest wystepowanie defektéw upakowania polegajacych na przerwaniu normalnej
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sekwencji warstw przez warstwy heksagonalne. Materiat wewnatrz tych warstw
posiada strukture lonsdejlitu. Obok tej formy wystepowania lonsdejlitu stwierdzo-
no réwniez jego obecno$¢ w postaci oddzielnych krysztatow. Zawarto$¢ lonsdejlitu
w badanym materiale zmieniata sie od 38% dla frakcji 0-1 [im do 20% dla frakcji
22-36 (im.

Dodatkowe informacje odnosnie charakterystyk diamentu powstajgcego przy
uderzeniowym obcigzeniu zeliwa podano w pracach [19-21]. Badany materiat po-
siadat rozmiar blokéw mozaiki 14 nm. Mikrozaktdcenia struktury wynosity
3,7-10'3 za$ gestos¢ dyslokacji 1,7-1022cm'2 Wysoka gestos¢ dyslokacji (374 rzedy
wieksza niz w mozaikowych krysztatach lub polikrysztatach typu ballas lub karbo-
nado otrzymanych metoda statyczng, 8 rzedow wieksza niz w naturalnym doskona-
tym diamencie) jest Swiadectwem deformacyjnego charakteru przemiany.

Morfologia ziaren diamentu powstajgcego przy obcigzaniu zeliwa zalezy od
morfologii wtracen grafitowych w zeliwie. Przy zastosowaniu zeliwa ptytkowego
otrzymuje sie ziarna diamentu w postaci ptatkowej, ptytkowej, bliskiej izometrycz-
nej oraz cienkowldknistej (krystality o dtugosci 2,5-3 jim i poprzecznym rozmiarze
0,03-0,1 jim). W zeliwie sferolitycznym diamenty tworzg sie w catej objetosci sfe-
rolitdw o $rednicy do 20 jim. Zachowujgsie w postaci tuskowatych ziaren, rozktad
ktérych powtarza koncentryczno-strefowgbudowe grafitu. We wtraceniach o wiek-
szym rozmiarze przejscie w diament obserwuje sie na peryferiach sferolitow w po-
staci diamentowej powtoki. Wydzielone ziarna diamentu sgna ogo6t odtamkami sfe-
rycznych diamentowych lub diamentowo-grafitowych agregatéw. Oprocz tego ob-
serwuje sie mato zniszczone lub catkiem zachowane sferolity, o budowie zblizonej
do budowy wtracen grafitowych.

~ W tabeli 1przedstawiono zaczerpniete z pracy [20] dane odnosnie rozmiaréw
ziaren diamentowych wytworzonych przy obcigzaniu zeliwa. Jak wynika z warto-
§ci udziatow podanych w tabeli, w produkcie syntezy dominuje frakcja mikronowa.
Zawartos¢ wyzszych frakcji mozna w pewnym stopniu zwiekszy¢ wydtuzajac czas
dziatania impulsu wysokiego cisnienia.

Tabela 1. Rozklad wielkosci ziaren diamentowych otrzymanych przy obcigzaniu zeliwa dane
w kolumnie ,,udziat 2 odnosza sie do ok. dwukrotnie dtuzszego czasu podtrzymywania
wysokiego ci$nienia niz dla danych z kolumny ,,udziat 1" [20]

Frakcja fpml Udziat | [%9 Udziat 2 [%0]
2/0 59,3 59,6
32 15,9 10,7
5/3 11,7 7,0
7/5 4,8 50
10/7 44 4,6
14/10 14 5,2
20/14 2,2 4,6
28/20 0,3 20
40/28 0 1,0

60/40 0 06
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W pracy [21] przedstawiono informacje odnosnie réznic pomiedzy charaktery-
stykami diamentu i lonsdejlitu wystepujacych w produkcie uzyskanym po obcigze-
niu zeliwa. Dla diamentu rozmiar subziaren (blokéw mozaiki) wynosit 4,4+0,5 nm,
za$ mikrozaktocenia siatki 1,2+0,2-10-2 Subziama lonsdejlitu byty znacznie wiek-
sze-100 nm. Wieksze byty rowniez mikrozatdcenia siatki 41 «10'2 Zawartos¢ lons-
dejlitu oceniono na 55+2%, za$ diamentu na 45+3%.

Odmienng strukturg charakteryzuja sie diamenty wytworzone w warunkach
umiarkowanych cisnien i wysokich temperatur—18]. W zakresie rozmiardw ziaren
0,005-2 mm majgone posta¢ pojedynczych krysztatow o rozmiarze nie przekracza-
jacym 50 nm, losowo zorientowanych agregatéw krystalitbw o rozmiarze rzedu
20 nm oraz zorientowanych wiazek krystalitow o szerokosci 10 nm i dlugosci
80 nm. Frakcja 2-5 pm zawiera czastki sktadajgce sie z mocno przylegajgcych do
siebie krystalitéw. Interesujacyjest dwumodowy rozktad wielkosci krystalitow. Wiek-
szo$¢ z nich stanowity bardzo drobne krystality o rozmiarach 1-4 nm. Obok nich
wystapity w ilosci ok. 10-15% znacznie wieksze krystality. Ich rozmiar wahat sie
od 10 do 160 nm (wiekszo$¢ 20-40 nm). Ziarna o rozmiarach wiekszych od 5 pm
stanowity agregaly mniejszych ziaren o strukturze charakterystycznej dla frakcji
2-5 pm. W materiale badanym w pracy [19] nie stwierdzono obecnos$ci lonsdejlitu.

Rozmiar ziaren azotku boru o strukturze typu wurcytu zalezy od warunkow
uderzeniowej syntezy, jednakze nie przewyzsza rozmiarow ziaren wyjsciowego aBN.
Jest to zrozumiate, zwazywszy na deformacyjny charakter przemiany. Przy obcig-
zaniu samego azotku boru uzyskuje sie ziarna wielkosci ok. 0,05 pm. W mieszani-
nie zwodaotrzymuje sie znacznie wieksze ziarna- ok. 1 pm [22], Duza dyspersyj-
no$é produktu zwigzana jest w znacznej mierze z duzg dyspersyjnoscig materiatu
wyjsciowego, ktdrego czastki nie przekraczajg rozmiaru 10 pm. Ponadto ksztatt
wyjsciowego aBN (cienkie plytki) sprzyja ich rozdrabnianiu w fali uderzeniowe;j.
Wiekszy rozmiar ziaren yBN otrzymywanych w mieszaninach z wodg wynika
z ostabienia efektu rozdrabniania. Inngdrogado uzyskiwania wiekszych ziaren pro-
duktu jest zastosowanie spieku aBN jako materiatu wyjsciowego. Wedtug patentu
[15] mozna w ten sposob uzyska¢ aglomeraty ziaren odmiany wurcytowcj o roz-
miarach od 4 do 500 pm. Sg one na tyle wytrzymate, ze mogg by¢ wykorzystywane
jako materiat $cierny. Ziarna o rozmiarze do 1 mm, przy $rednim rozmiarze ok.
100 pm mozna uzyskac obcigzajgc duze probki zrekrystalizowanego, pirolityczne-
go azotku boru —23], Poniewaz rekrystalizacja pirolitycznego azotku boru wyma-
ga diugotrwatego wygrzewania w temperaturze 2300-2600 K, zastosowanie tego
materiatu jest ekonomicznie nieoptacalne. Skionito to autora patentu [23] do zapro-
ponowania innej metody otrzymywania duzych i wytrzymatych aglomeratow yBN.
Polega ona na zastosowaniu materiatu wyjsciowego o rozmiarze ziaren wiekszym
od 50 pm. Sposéb wytwarzania takich ziaren aBN opisano w patencie [24].

Wytwarzany metodg syntezy uderzeniowej azotek boru o strukturze wurcytu
charakteryzuje sie bardzo wysoka koncentracjg defektow. Gestos¢ dyslokacji nie
jest mniejsza od 10122cm'2. Rozmiary obszaru koherentnego rozpraszania sg rzedu
15-20 nm, a mikroodksztatcenia sieci 1,5-5-10 3. O stopniu niedoskonatosci struk-
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tury yBN wytworzonego metodami wybuchowymi moze $wiadczy¢ fakt, ze stosu-
nek statych sieci da jest dla niego wyraznie wiekszy niz dla idealnej struktury. Jak
podano w pracy [25], yBN wytworzony w cylindrycznym uktadzie wybuchowym
posiada stosunek da = 1,659, za$ idealna warto$¢ da wynosi 1,633.

Przeglad danych odnos$nie charakterystyk produktow syntezy dynamicznej poz-
wala wyodrebni¢ kilka podstawowych cech otrzymywanych na tej drodze materia-
tow. Po pierwsze, sgto materiaty wysokodyspersyjne. Wystepujg w postaci prosz-
kow o rozmiarach ziaren nie przekraczajagcych 60 pm. Typowy rozmiar ziaren pro-
duktu otrzymanego w ukfadach wybuchowych zawiera sie w granicach 1-10 pm.
Po drugie, ziarna produktu w wiekszosci przypadkow przedstawiajgsobgpolikrysz-
taty o dos¢ nieregularnych ksztattach. Czesto ich ksztatt odzwierciedla ksztatt zia-
ren materiatu wyjsciowego, co jest odbiciem deformacyjnego mechanizmu prze-
miany. Po trzecie, produkty syntezy dynamicznej charakteryzuja si¢ silnie zdefek-
towang strukturg. Gesto$¢ deformacji odpowiada skrajnie zdeformowanym meta-
lom.

Kierunki zastosowan produktdw syntezy dynamicznej pokrywajasie z kierun-
kami zastosowan materiatow supertwardych wytworzonych metodg statyczng. Jed-
nakze ze wzgledu na opisane powyzej cechy, ich zastosowanie jest wezsze niz pro-
duktéw syntezy statycznej. W szczeg6lnosci, ze wzgledu na maty rozmiar ziaren
nie moga by¢ zastosowane jako materiat scierny w pastach szlifierskich. Jednakze
moga by¢ z powodzeniem zastosowane w pastach polerskich do koricowej obrébki
powierzchni. Ich zaletg jest fakt, ze nawet najmniejsze ziarna przedstawiaja sobg
poi jkrysztaty. Dzieki temu wigksza jest liczba powierzchni tngcych, za$ pekanie
ziaren nie jest zjawiskiem szkodliwym, gdyz odstania nowe powierzchnie tnace.
W zwigzku z tym materiaty te bardzo dobrze nadajg sie do obrébki szkiet, ceramiki
i koncowej obrdbki brylantéw.

Materiaty supertwarde wytworzone metoda wybuchowa dobrze nadaja sie do
wytwarzania spiekdw. Decyduje o tym duza gesto$¢ defektdw, ktora aktywizuje
procesy spiekania. Ta cecha uzasadnia stosowanie materiatow supertwardych wy-
twarzanych wybuchem jako dodatkéw aktywizujacych spiekanie materiatdw uzy-
skanych metodg statyczna.

Bardzo dobrym materiatem do wytwarzania spiek6w okazat sie wytwarzany
metodg wybuchowg azotek boru o strukturze typu wurcytu. W bytym ZSRR opra-
cowano najego podstawie materiat nazwany Gieksanit R, przeznaczony do skrawa-
nia stali i zeliwa [26]. Materiat ten otrzymuje sie spiekajac pod cisnieniem 6-8 GPa
azotek boru o strukturze typu wurcytu. Temperatura procesu jest tak dobierana, aby
nastgpita czesciowa przemiana yBN w PBN (w ok. 30-50%). Nie moze ona by¢
zbyt wysoka, aby nie nastapit rozrost ziaren regularnego azotku boru. Podobne mate-
riaty do Gieksanitu R wytwarzane sg na skala przemystowaw réznych krajach. Na
przyktad w Japonii materiat ten wystepuje pod nazwg WURZIN [27], W zaleznosci
od doboru warunkow spiekania (cisnienie ok. 5 GPa, temperatura 1500—1900 K)
zawiera on azotek boru o strukturze typu wurcytu lub mieszanine y i (38BN, a jego

mikrotwardo$¢ zmienia sie od 30 do 40 GPa.
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Przegladajac ostatnio napisane notatki stwierdzitem, ze co$ za bardzo uciekajg
mi one w czas przeszly. Tymczasem czas terazniejszy bez przerwy przeciez bombar-
duje nas odkryciami o pierwszorzednym znaczeniu. Kiedys, w przysztosci, patrzeé
sie bedzie na miniony XX wiek jak na czas przetomowy, jesli chodzi o poczatki rze-
czywistego rozumienia zjawisk zyciowych. W obszarach nauki, ktére zajmuja sie tg
pasjonujaca i niezwykle przeciez wazng kwestig codziennie niemal pojawiajg sie
odkrycia najwyzszej wagi. Tyle, ze przyttoczeni dniem codziennym nie zawsze potra-
fimy ich wysoka range dostrzec i zrozumie€. Do takiej refleksji sktonita mnie tego-
roczna (2002) Nagroda Nobla.

Nagrode te podzielono w 2002 roku pomiedzy trzech uczonych. Potowy nagrody
uzyskat Kurt Wuthrich, profesor biofizyki w HTIl w Zurychu. Drugg jej potowe
podzielono pomiedzy J.B. Fennem z Uniwersytetu w Richmond i Koichi Tanaka
z Shimadzu Corporation w Kyoto. Tegoroczna nagroda zostata wiec umiedzynaro-
dowiona, jak rzadko. Zgodnie z orzeczeniem Komitetu Nagréd Nobla, przyznanoja
Fennowi za ,rozwiniecie metod identyfikacji i strukturalnej analizy makroczaste-
czek biologicznych”, Tanace za ,,rozwiniecie metod jonizacyjnej miekkiej desorpcji
w analizie makroczasteczek biologicznych przy pomocy spektrometrii mas” i Wuthri-
chowi ,,za rozwiniecie spektroskopii NMR jako metody wyznaczania tréjwymiaro-
wej struktury makroczgsteczek biologicznych”. Sumarycznie wiec sprawe traktujac,
mozemy powiedzie¢, ze nagrody przyznano za otwarcie nowych mozliwosci w ba-
daniu struktury biopolimeréw, najwazniejszych sktadnikow zywej komérki. Zamiesz-
czony tutaj Rys. 1przedstawia podobizny tegorocznych Noblistow.

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

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

W tej tréjce uczonych pierwsze miejsce, jak wynika choc¢by ze sposobu podzia-
tu nagrody, przypada Wuthrichowi. Ostatnie lata byly dla niego hojne. Cztery lata
wczesniej (1998) otrzymat on Kyoto Price in Advanced Technology. Nagrode te
uzyskat Wuthrich za to, ze ,,rozwingt metode wyznaczania konformacji biatek, kwa-
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sow nukleinowych i innych biomakromolekut w roztworze lub w biopolimerach, to
jest tam gdzie one wykonujg swojg funkcje”. Orzeczenie to jest szersze od cytowa-
nego wyzej orzeczenia Komitetu Nagrod Nobla, ale dotyczy doktadnie tej samej spra-
" Swojgdroge do wysokich wyrdznien naukowych krotko przedstawit Wiithrich
w niewielkim artykule, jaki nie tak dawno ukazat sie na tamach ,,Nature Structural
Biology” [1]. Stamtad tez zaczerpnatem kilka informacji biograficznych, dotyczg-
cych szwajcarskiego uczonego.

Po odbytych w latach 1962-1967 studiach doktoranckich w Bazylei, p6Zniejszy
Noblista odbyt staz badawczy w laboratorium profesora R.E. Connicka w Berkeley.
Zajmowat sie podéwczas zastosowaniem spektroskopii NMR i EPR do studiéw nad
kompleksami jon6w metali. Badaniami biatek zajat sie podczas kolejnego stazu
w laboratorium biofizycznym R.G. Shulmana w Bell Telephone. Laboratorium dys-
ponowato niezwyktym dla tamtego czasu przyrzgdem - spektrometrem NMR pracu-
jacym przy czestosci 220 MHz. ,,W tym czasie - wspomina Wiithrich - znanych
byto doktadnie 10 publikacji na temat badan NMR-owskich nad biatkami i kwasami
nukleinowymi, jakie ogtoszono w latach 1957-1965. Wybitnymi postaciami wsrod
niewielkiej grupy spektroskopistdw, ktdrzy podjeli bezposrednie obserwacje NMR-
owskie makroczasteczek biologicznych byli: Wiliam D. Philips, Oleg Jardetzky i Ro-
bert G. Shulman”. Wiithrich dotgczyt wiec do znakomitej grupy uczonych.

Poczatkowo cigzyta na Wiithrichu jego wiasna naukowa przesztos$¢: badanie
kompleksow jondw metali. Nic dziwnego, ze do badan nad biatkami wkroczyt od
strony hemoprotein. Zajmowat sie gtéwnie elektronowg strukturg hemu. Odbyte -
w bardzo prestizowych osrodkach - staze badawcze umozliwity uczonemu uzyska-
nie, w 1969 roku, stanowiska profesora biofizyki na ETH. Zajat sie wowczas pracg
nad monografia: NMR in Biological Research: Peptides and Proteins. Monografia ta
ukazata sie w 1977 roku. Jak wspomina sam autor, dopiero praca nad tg monografig
sktonita go do prob zastosowania technik NMR do badania struktury biatek.

»,Cztery - pisze Wiithrich - gtéwne elementy zostaty zespolone w NMR-owskicj
metodzie badania budowy biatek: (i) - jadrowy efekt Overhausera (NOE), jako para-
metr dostepny dla biatek doswiadczalnie; dostarczy¢ on moze informacji potrzeb-
nych do wyznaczania de novo globalnego obrazu sfatdowania taficucha polimeru;
(i) - przypisaniawielu setek a nawet tysiecy zaleznych od sekwencji sygnatow NMR
biatka; (111) - komputerowe sposoby interpretacji danych NMR oraz okreslania wy-
nikajgcych z nich struktur molekularnych; (1V) - wielowymiarowe techniki NMR,
stuzace do efektywnego zbierania danych”. Price Wiithricha musiata niewatpliwie
utatwiac ta okoliczno$é, ze natej samej uczelni pracowat tworca wielowymiarowych
technik spektroskopii NMR (otrzymat za to dokonanie Nagrode Noblaw 1991 roku)
Richard R. Ernst.

W ciaggu kilku lat pracy, zesp6t badawczy Wiithricha okreslit og6lny zarys bu-
dowy przestrzennej takich biatek, jak inhibitor tiypsyny z trzustki wotowej, cyto-
chrom b5i glukagon. W roku za$ 1984 przedstawit Wiithrich strukture pierwszego
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biatka globulamego, jaka wyniktazjego badan NMR-owskich. Biatkiem tym byt inhi-
bitor proteaz, wyizolowany z nasienia buhaja. ,,Kiedy - wspomina uczony- zapre-
zentowatem te strukturg w kilku wyktadach na wiosng 1984 roku, spotkatem sig
z niedowierzeniem, a poniewaz nasz wynik byt zgodny z wynikami niezaleznych
badan krystalograficznych, wykonanych dla biatka homologicznego inhibitora tryp-
syny z trzustki $wini, zaczeto méwic, ze naszg strukturg wymodelowalismy wedtug
tej ostatniej krystalograficznej struktury”. Takie podejrzenia nie mogty nie poruszy¢
badaczy do gigbi. W obronie swojego podejscia badawczego Wiithrich zastosowat
nastepujacy zabieg: umowit sig ze znanym krystalografem biatek, R. Huberem (jest
to laureat Nagrody Nobla z roku 1988), ze rbwnoczesnie zbadajg dwoma niezalez-
nymi metodami, metodg NMR-owskg i metodarentgenowska strukturg przestrzenng
nieznanego jeszcze od tej strony biatka. Ich wybor padt na biatkowy inhibitor
a-amylazy. Wyniki tych dwaoch, niezaleznie od siebie przedsiewzietych badan, byty
identyczne. (W tym miejscu warto wspomnie¢, ze to wtasnie w laboratorium Hubcra
wyznaczono strukturg przestrzenng inhibitora trypsyny, ktory zostat wyizolowany
z nasion dyni przez wroctawskich badaczy, A. Polanowskiego i T. Wilusza).

Ale wracajmy do rzeczy. Piekny wynik wspdtpracy Wiithricha z Huberem nie
sprawit tego, by metodg NMR w badaniach budowy biatek zaczeto od razu powsze-
chnie docenia¢. Wiithrich przystgpit do badan nad nowg grupgbiatek. Byty to metalo-
tioneiny ssakdw, biatka wigzace jony metali. Kiedy w roku 1985 Wiithrich zaprezen-
towat na Uniwersytecie Yale strukture, jakg uzyskat dla metalotioneiny krélika, do-
wiedziat sie, ze w druku w ,,Proceedings of National Academy od Sciences” znajduje
sie publikacja o strukturze innej metalotioneiny, wyznaczonej metoda rentgenowska.
Ta struktura byta jednak zupetnie inna od struktury Wiithricha. Przedstawiono mu
réwniez strukture metalotioneiny szczura, jakg otrzymali badacze na uniwersytecie
w Pittsburgu. Ta, rowniez wynikajgca z badan rentgenowskich, struktura, byta tez
odmienna od struktury Wiithricha. Skrajnie zaniepokojony tymi okolicznosciami uczony
spedzit petne dwie noce przy telefonie, jeszcze raz uzgadniajgc ze swoim szwajcar-
skim wspo6tpracownikiem wszystkie przyporzadkowania sygnatow NMR biatka.
I odetchnat stwierdzajac, ze byty one przeciez zupetnie poprawne. Ostatecznie arty-
kut o krystalicznej strukturze metalotioneiny ukazat sie w ,,Science” podczas gdy
»Nature” odrzucito artykut Wiithricha o strukturze NMR-owskiej tego biatka. Coz,
kiedy w 1992 roku doszto do rewizji wczesniejszych wynikow krystalograficznych.
Poprawiona struktura metalotioneiny okazata sie catkowicie zbiezna z tg wyznaczong
przez Wiithricha.

Rok 1992 przypadt na czas petnej juz akceptacji podejscia szwajcarskiego uczo-
nego. Metode NMR-owska zaczeto traktowac j ako alternatywng w stosunku do rent-
genowskiej. Dos¢ powiedzie¢, ze w roku 1996 na 461 struktur biatek uzyskanych
metodarentgenowska przypadto 112 struktur NMR-owskich. Zaletg metody NMR-
owskiej jest to, ze dziata ona w roztworach biatek. Mozna przy jej pomocy badaé
biatka trudno krystalizujace, niedostepne dla metody rentgenowskiej. Ograniczeniem
metody jest natomiast wielko$¢ biatka. Jej stosowanie ogranicza sie do obiektow
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ztozonych z mniej wiecej stu reszt aminokwasowych. Zdaniem Wiithricha technika
TROSY (Transverse Relaxation-OptimizedSpectroscopy) pozwoli rozszerzy¢ zakres
stosowalnosci metody na obiekty o masie czasteczkowej do 500 kDa.

W dalszych latach zesp&t Wiithricha badat struktury przestrzenne cyklofilin
(sg to biatka wigzace niskoczgsteczkowe immunosupresory, uczestniczgce w gene-
rowaniu zjawisk immunopresyjnych) oraz prionéw (biatka ujawniajgce swoje zte moce
w encefalopatiach, takichjak gabczaste zwyrodnienie mézgu u bydta, BSE).

Kurt Wiithrich udowodnit wiec $wiatu, ze wypracowana przezetn NMR-owska
metoda badania struktury przestrzennej biatek jest cennym uzupetnieniem i alterna-
tywa dla metody krystalograficzne;j.

Z Kurtem Wiithrichem przyszto mi spotkac sie przelotnie w roku 1977. Odbywat
sie wtedy w Kopenhadze przeogromny kongres biochemiczny i Wuthrich przewod-
niczyt tam obradom stosunkowo nielicznie jeszcze wtedy reprezentowanej sekcji
spektroskopowych metod badania budowy biopolimeréw. Na tej sekcji prezen-
towatem wiasne wyniki dotyczace wykorzystania tzw. y-efektu w spektroskopii
I3C-NMR do wyznaczania wartosci konformacyjnych katéw \|/ polipeptydéw. Wuth-
rich przyjat moje wyniki zyczliwie, co o tyle mnie przyjemnie poruszyto, ze ze strony
innych zawodowych NMR-owcdw spotykatem sie raczej z niechecig. Nasze podej-
Scie ,,pracowato” wcale niezle. Ale c6z, byttojuz koniec epoki klasycznego jednowy-
miarowego NMR-u i pojawienie sie wyrafinowanych metod wielowymiarowych ska-
zato to nasze podejscie na zapomnienie.

Oddzielny problem w badaniach nad strukturg biatek stanowig obiekty nie tylko
nierozpuszczalne w wodzie, ale dodatkowo kiepsko, bgdz wcale nic krystalizujgce.
Nalezg do nich uktady amyloidowe i biatka bton komérkowych. Jak sie ostatnio
okazato, moznaje atakowac przy pomocy spektroskopii NMR ciat statych, wyko-
rzystujacej technike pomiarowg,,magicznego kata” i wzbogacenie prébek w izotopy
I3C i IBN. W taki wiasnie sposdb zbadano strukture przestrzenng domeny SH3 biatka
nazwanego a-spektryng [2], Badaczom udato sie wyznaczy¢ az 286 odlegtosci
I3C - ,3C oraz 6 odlegtosci IBN - 13N, niektore siegajace az 7 A, i na tej podstawie za-
proponowac przypuszczalngstrukture biatka. Badany preparat by, jak pisza, ,,mikro-
krystaliczny”, co, jak wiemy, jest sposobem opisu amorficznych zgota probek.

Przewaga natomiast metody krystalograficznej nad NMR-owskg polega, jak
juz powiedzieliSmy, na mozliwosci badania na tej drodze ztozonych kompleksow
wielu biatek, czy tez kompleksdw biatek i kwasdw nukleinowych. Oszatamiajgcym
zgota przyktadem takiego stanu rzeczy sgprace nad strukturg rybosoméw. Rybosomy
to ziarnistosci komorkowe, w ktorych dokonuje sie synteza biatek de novo. Dobrze
poznany rybosom E.coli sktada sie z dwoch podjednostek: matej (30S) i duzej (50S).
Podjednostka 30S zbudowana jest z kolei z 21 czgsteczek réznych od siebie biatek,
a podjednostka 50S z 35 czgsteczek roznorodnych biatek. Kazda podjednostka za-
wiera tez wiasny kwas rybonukleinowy; RNA stanowi okoto 60% wagi rybosomu.
Rybosomy eukariontéw sa nieco wieksze od bakteryjnych.

Mata podjednostka rybosomu posredniczy w oddziatywaniu tancucha polinukle-
otydowego informacyjnego RNA z czasteczkami transferowych kwaséw nukleino-
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wych (tRNA), ktére przenosza reszty aminokwasowe do miejsca syntezy nici poli-
peptydowej. Nie wchodzac w szczegdty, dobrze zresztg znanych z podrecznikow
biochemii, mechanizméw molekularnych procesu biosyntezy biatka, zuwazmy tylko,
ze reakcja syntezy kolejnych wigzan peptydowych, tgczgcych reszty aminokwasowe
w narastajgcym tancuchu, dokonuje siqg w obrgbie centrum peptydylo-transferazo-
wego rybosomu.

Oto6z, w ostatnich latach rozszyfrowano przy pomocy metody rentgenowskiej
budowe przestrzenngtak matej, jak i duzej podjednostki rybosomu. Pierwsza chyba
prezentacja tych bardzo ztozonych struktur dokonana zostata na Milenijnym Sympo-
zjum Biologii Strukturalnej w Heidelbergu, w roku 2000. Tom Steitz z Uniwersytetu
Yale przedstawit tam budowe podjednostki 50 S lybosomu Holoarcula marismortui,
rozszyfrowangz doktadnoscig 2,7 A. Zaraz potem Ada Yonath z Instytutu Weizman-
na mowita o postepie prac nad ustaleniem budowy przestrzennej obydwu podjedno-
stek rybosomu z organizméw Thermns thermophilus [3]. Doktadniejsze rozpoznanie
budowy obydwu podjednostek rybosomu pozwolito podjgé prébe konstrukcji mode-
lu catej tej ztozonej struktury. | wtedy okazato sie, ze w centrum peptydylo-transfera-
zowym rybosomu nie ma biatka. Podstawowa dla zycia komorki reakcja syntezy
biatek katalizowanajest przez lybosomalny kwas nukleinowy. W akcie katalizy uczest-
niczy reszta adeninowa rybosomalnego RNA, a przypuszczalny mechanizm reakcji
jest nastepujacy:

tRNA4)<p ep >—RNA

tRNA— OH O

PEP - faricuch peptydowy
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Ten wynik, szczegétowo omoéwiony w przeglagdowym artykule zamieszczonym
w ,,Nature” [4] jest zgota niezwykly. Przekres$la on ostatecznie latami pielegnowany
poglad o biernej w gruncie rzeczy roli kwasdw nukleinowych w gospodarce komérki
zywej. Mialy one stuzy¢ jako narzedzia zapisu i powielania informacji genetycznej
(DNA) oraz przekazu tej inforamcji do centrdw biosyntezy biatek (RNA). O gospo-
darce za$ komorki, ojej metabolizmie, miaty decydowac enzymy biatkowe. Tymcza-
sem, jak sie okazato, kwasy nukleinowe tkwig w centralnym punkcie przemian,
dokonujacych sie w komorce zywej.

Wynik ten, jak zaden inny, dokumentuje niezwykte mozliwosci badawcze,
tkwigce w metodzie krystalograficznej. Trzebajednak powiedzie¢, ze w $wiecie che-
micznym nie wywotat on na razie nadzwyczaj duzego wrazenia, takiego jak niegdys$
choc¢by podwadjna helisa DNA. Bo do mysli o tym, ze kwasy nukleinowe moga mie¢
whasnosci katalityczne zdazylisSmy siejuz przyzwyczai¢. Odkrycie takich wiasnosci
RNA ma juz ponad 20-letnig historie, a zwigzane jest z nazwiskami Cecha [5]
i Altmana [6]. Poczatkowo wykryto, ze RNA-katalizatory (rybozymy) katalizujg
procesy wewnatrzczgsteczkowej modyfikacji struktur RNA. Wprowadzenie techniki
SELEX (Systematic Evolution ofLigands by Exponential Enrichment) pozwolito
znalez¢ dziesigtki nowych aktywnosci katalitycznych RNA, czestokro¢ w ogdle me
wystepujacych w metabolizmie komérkowym. O tej metodzie pisata nie tak dawno
na naszych tamach pani B. Nawrot [7], nie bede sie wiec dtuzej nad nig zatrzymywat.
W szczegélnosci, przy pomocy tej metody mozna wyselekcjonowac czagsteczki RNA
selektywnie wigzace dowolny ligand niskoczasteczkowy. Takie, selektywnie dziata-
jace, rybonukleinowe ,tapacze” odpowiednich ligandéw nazwano aptamerami
(od fac. aptus - dopasowany). Jak piszejeden z gtdwnych tworcow metody SELEX,
L. Gold, ,,metoda SELEX i podejscie badawcze wtasciwe kombinatorycznej chemii
oligonukleotyddw pozwala znalez¢ wysoce specyficzne i wykazujgce wysokie powi-
nowactwo ligandy dla dowolnego obiektu molekularnego” [8].

Jakze zmienia sie nasze spojrzenie na kwasy nukleinowe! Okazato sie, ze sgto
uktady elastycznie dopasowujgce sie do réznorodnych zwigzkdw chemicznych,
z ktérymi tgczg sie siecig oddziatywan specyficznych, na podstawie wzajemnego
rozpoznawania molekularnego.

Jak wiemy, metaboliczne funkcje enzyméw biatkowych podlegajg czestokroé
kontroli allosterycznej. Polega onana tym, ze koricowy produkt okreslonego ciggu
przemian hamuje pierwszgreakcje ciggu. Jak sie okazato, w bardzo podobny sposéb
mogaby¢ regulowane biologiczne funkcje kwasow nukleinowych. | tak np., bardzo
efektywnym sposobem zahamowania biosyntezyjakiego$ biatka moze by¢ zabloko-
wanie procesu tgczenia sie informacyjnego kwasu nukleinowego (MRNA) z ryboso-
mem. Wylgcza to biosynteze odpowiedniego biatka juz w punkcie jej startu. W ten
sposbb, adenozynokobalamina (witamina B |2), taczac sie z mRNA biatka transportu-
jacego kobalamine do wnetrza komérki E.coli, powoduje zahamowanie syntezy tego
biatka [9]. Podobnie, biosynteza enzymdw uczestniczacych w organizmach bakterii
w produkcji tiaminy (witaminy B() jest na takiej wtasnie dordze regulowana przez
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pirofosforan darniny [ 10], Jak bardzo n.edawno wykazano, mRNA kodujgce sekwen-
cje enzyméw syntezy tiaminy przytacza pirofosforan tiaminy bez udziatu jakichkol-
wiek kofaktoréw biatkowych. Tiamina stabilizuje takg konformacje kompleksu, ktéra
nie pozwala na oddziatywanie mRN A z rybosomami [11], Warto tez doda¢, ze o ile
oddziatywanie mRNA z tiaming, jej fosforanem i pirofosforanem, prowadzi do wska-
zanego wyej efektu, to analogi tiaminy takiego dziatania nie maja.

Podobne mechanizmy regulacyjne zostaty tez odkryte dla mononukleotydu fla-
winowego (FMN). Przypuszcza sie, ze tiamina, kobalamina i FMN stanowi¢ moga
grupe pradawnych kofaktoréw dawnego ,,$wiata RNA”, ktory zdaniem wielu badaczy
poprzedza¢ miat Swiat kwaséw nukleinowych i biatek [12],

To, co mnie zawsze uderza, to stwierdzenie, ze cafa ta historia kwaséw nukleino-
wych jest tak mioda. Rozegrata sie ona na naszych oczach, w latach zawodowej
dziatalnosci mojego pokolenia. Odkrycie podwdjnej helisy DNA przypadto na czas
mojej zawodowej miodosci. Ale dobrze pamietam to wstrzasajace wrazenie, jakie
wywarto ono na moich réwiesnikdw i starszych kolegéw. Oddziatato ono w ten spo-
sob nie tylko zresztg na ludzi zwigzanych z pracg badawczg w obrebie biochemii
i dyscyplin pokrewnych. Odbito sie echem nawet w ;ztuce. Dzieki inicjatywie i po-
mocy mojej wspotpracownicy, pani dr Kluczyk, moge tu Panstwu przedstawi¢ repro-
dukcje obrazu Salvadorc Dali, namalowanego w roku 1963. Obraz nosi tytut: Galaci-
dalacidesoxiribuncleicacid. Homagium dla Cncka i Watsona. Obraz ten przedstawia
Fig. 2. W prawym jego rogu widzimy uszeregowane niczym w krysztale figury ludz-
kie. W rekach trzymajg one wymierzong w sasiadéw bron. By¢ moze jest to symboli-
czne przedstawienie martwego $wiata nieorganicznego. Z lewej strony obrazu widzi-
my co$, co mozna by wzig¢ za strukture DNA. Tajemnicza posta¢ w lewym gérnym
rogu (B6g?) zawiesza na nig ostrze gilotyny Wszystko za$ utopione w ciemnym,
dos¢ upiornym krajobrazie, w gubigcej sie jakiej$ przestrzeni.
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Rysunek 2. Salvador Dali: Galacidalacidcsoxiribuncleicacid. Homagium dla Crieka i Watsona (1963),
http://www.geocities.com/SoHo/Gallery/7993/galacid.html
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Odkrycie podwajnej helisy DNA iwyjasnienie na tej podstawie molekularnego
mechanizmu dziedziczenia cech organizmdw rodzicielskich przez organizmy poto-
mne, byto na poczatku lat 60. prawdziwym naukowym wstrzgsem. Wtedy tez upow-
szechnita sie teza,jeden gen - jeden enzym”, mozna powiedzie¢ bojowe zawotanie
tamtych lat. Teza, ktora zresztg powstata na gruncie klasycznej genetyki blisko
10 lat przed odkryciem Cricka i Watsona. Genetycy uwazali, ze hipotetycznejeszcze
wtedy geny mozna zidentyfikowac okreslajac produkty ich dziatania. Hasto zas
Jjeden gen - jeden enzym” sformutowat w roku 1945 G.W. Beadle [13]. Z hastem
tym wigze sie nastepujgca moja przygoda. W roku 1962 obchodzono we Wroctawiu
10-lecie istnienia Instytutu Immunologii im. L. Hirszfelda. Mdj 6wczesny szef,
prof. T. Baranowski, wygtaszat z tej racji na uroczystym posiedzeniu naukowym
gtéwny referat i poswiecit go rodzacej sie whasnie genetyce molekularnej. Hasto
Jjeden gen - jeden enzym” byto gtéwng ideg wyktadu. A poniewaz kolega, ktéry
zawsze sporzadzat dla profesora potrzebne mu do wyktadu plansze zachorowat,
musiatem go w miare swych mozliwosci zastapi¢. Moim wiec dzietem byta cata
ilustracyjna oprawa wyktadu, dodajmy, ze nie najbardziej udana. Profesor narzekat,
ze naiysowatem potrzebne mu rzeczy z zbyt matej skali ijuz nawet z drugiego rzedu
niczego nie bedzie widac.

Wyktad profesora zapisat sie w pamieci uczestnikow sesji z innej jednak przy-
czyny. Profesor wywodzit sie z Iwowskiej szkoty Jakuba Pamasa. Przez cate zycie
zachowat nabozny niemal stosunek do swego nauczyciela. A tu kazano mu gtosic¢
wyktad na stawe Ludwika Hirszfelda! Musiata sie zbuntowac jego podswiadomosc,
bo kiedy wyktad skonfczyt, nieoczekiwanie nawet dla siebie wypalit: ,,1 wyktad mgj
poswiecam pamieci mojego nieodzatowanego nauczyciela, Jakuba Pamasa!” Trudno
opisa¢ konsternacje, jaka zapanowata nasali.

Czasy, w ktdrych zyjemy, tak bardzo przyzwyczaity nas do ciggtego bombardo-
wanianaszej Swiadomosci wielkimi ijeszcze wiekszymi odkryciami naukowymi, ze
przestajemy na nie reagowac. Przypomina mi to sytuacje, o jakiej opowiadat mi
w mtodosci niepiSmienny zreszta chlop, J6zefGrela. Mieszkat on z rodzing w zagu-
bionym wsrdd lasu przysiotku, gdzie przez catg okupacje niemieckanie postata noga
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