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ABSTRACT

Ribozymes are biologically important macromolecules that play a crucial role
in cell metabolism and functions. Knowledge of folding and catalytic properties of
ribozymes can be useful in biotechnology and medicine. In this work, we present
a review of single-molecule RNA enzymology with particular emphasis on folding
and catalysis observed with single-molecule FRET. Single-molecule spectroscopy
provides insight into behaviors of individual molecules without averaging inherent
in bulk measurements.

In the first section we introduce ribozymes as RNA enzymes [1, 2]. In the
second section, we present the structure of RNA molecules and examples of reac-
tion mechanisms (Fig. 1) and function of different types of ribozymes (Fig. 2-5).
Next, we review single-molecule FRET spectroscopy (Fig. 6, 7, Egs. 1, 2). In the
fourth section, we present examples of folding dynamics of ribozymes. In the fifth
part, we focus on ribozyme catalysis (Fig. 8, 9). We discuss the coupling of confor-
mational dynamics with catalytic reactions. In the last part we present methods of
data analysis that can be used to obtain the kinetic rates from single molecule FRET
experiments (Fig. 10).

Keywords: ribozymes, single-molecule fluorescence spectroscopy, FRET

Stowa kluczowe: rybozymy, spektroskopia fluorescencyjna pojedynczych czaste-
czek, FRET
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WSTEP

Czasteczki RNA majace wlasciwosci katalityczne nazywane sa rybozymami.
Do lat 80. ubieglego wieku uwazano, ze jedynymi substancjami katalizujacymi reak-
cje w zywych organizmach sa biatka (enzymy). Przelom nastapit, gdy Thomas Cech,
prowadzac badania splicingu RNA majace na celu znalezienie enzymu katalizuja-
cego wycinanie intronow RNA u Tetrahymena thermophila, stwierdzit, ze w bada-
nych czasteczkach splicing zachodzi nawet w nieobecnosci bialek, co oznacza, ze
sama czasteczka RNA ma wtasciwosci katalityczne [1]. Rownolegle Sidney Altman
doszedt do podobnego wniosku badajac dojrzewanie tRNA (ang. transfer RNA)
w rybosomach [2]. W 1989 r. Cech i Altman otrzymali Nagrod¢ Nobla z chemii za
odkrycie wlasciwosci katalitycznych RNA.

Istnieje szereg powodow, dla ktorych podejmowane sa badania aktywnosci enzy-
matycznej rybozymdw. Po pierwsze, rybozymy uczestnicza w waznych reakcjach,
ktorych poznanie jest niezbedne do zrozumienia metabolizmu komérkowego. Po
drugie, rybozymy maja zazwyczaj prostsza budowg od enzymow biatkowych, ponie-
waz sktadaja si¢ jedynie z czterech rodzajow monomerow, a takze ze wzgledu na
komplementarno$¢ migdzy adening i uracylem oraz guaning i cytozyna. Poniewaz
rybozymy sa mniej ztozone niz enzymy biatkowe, mechanizm ich dzialania powi-
nien by¢ prostszy do rozwiktania. Po trzecie, selektywno$¢ dziatania rybozymédw
moze by¢ wykorzystana w terapii celowanej w RNA, cho¢ wymaga to jeszcze pokona-
nia wielu problemoéw zwiazanych m.in. ze stabilno$cia chemiczna oligonukleoty-
dow w srodowisku komorkowym, transportem do odpowiedniego miejsca w komoree,
faldowaniem do aktywnej konformacji. Po czwarte, najnowsze osiagnigcia spektro-
skopii pojedynczych czasteczek pozwalaja na obserwowanie faldowania i aktyw-
nosci pojedynczych czasteczek rybozymow, co dostarcza informacji, ktore sa nie-
dostepne z powodu usredniania towarzyszacego badaniom zespotow czasteczek
W roztworze.

Ukazat si¢ szereg prac przegladowych dotyczacych rybozymow [3—8]. Niniej-
sza praca pos§wigcona jest enzymologii pojedynczych czasteczek RNA, a w szcze-
goblnosci badaniom ich fatldowania i sprzgzeniu dynamiki konformacyjnej z aktyw-
no$cia katalityczna rybozymow. Jedna z technik stuzacych do badania dynamiki
pojedynczych czasteczek rybozymow jest rezonansowe przeniesienie energii FRET
(ang. Forster Resonance Energy Transfer) pomigdzy para fluoroforow — donorem
i akceptorem — dolaczonych do biopolimeru. Fluorescencja pary donor—akceptor
zalezy od odlegto$ci pomiedzy nimi. Obserwujac zmiany intensywnosci fluorescen-
cji donora i akceptora mozna uzyska¢ informacje o zmianach konformacyjnych
w czasteczce. W przypadku rybozymow aktywnos$¢ katalityczna jest $cisle zwia-
zana ze zmianami konformacyjnymi w ich strukturze trzeciorzedowe;.
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1. BUDOWA, WYSTEPOWANIE I ROLA RYBOZYMOW

Czasteczki RNA maja strukturg pierwszorzedowa jednoniciowych tancuchow.
Cztery zasady nukleinowe moga wytwarza¢ migdzy soba wigzania wodorowe (ade-
nina z uracylem i cytozyna z guaning). Powstaja w ten sposob motywy strukturalne
(petle, wybrzuszenia, spinki), bedace elementami struktury drugorzedowej czasteczki
RNA. Elementy te moga oddziatywaé ze soba, tworzac przestrzennie sfatdowana
strukture trzeciorzedowa.

Ze wzgledu na fakt, ze kazdy rybonukleotyd niesie ze soba jeden tadunek ujemny,
faldowaniu RNA, tj. procesowi tworzenia si¢ struktury trzeciorzgdowe;j, przeszka-
dza elektrostatyczne odpychanie migdzy elementami sktadowymi fancucha. Z tego
powodu do wytworzenia si¢ prawidtowej (natywnej) struktury RNA konieczna jest
obecnos¢ jonow dodatnich. W komoérce moga to by¢ m.in. kationy magnezowe lub
sodowe.

Po opublikowaniu odkry¢ Cecha i Altmana pojawito si¢ wiele doniesien o aktyw-
nosci katalitycznej RNA, a takze o samo-tnacych i samo-sktadajacych si¢ czastecz-
kach [9, 10]. Ze wzgledu na budowg i rodzaj przeprowadzanej reakcji wsrod rybo-
zymOw wyrdznia si¢ introny grupy I, introny grupy II, RNA RNazy P, rybozymy
typu hammerhead, hairpin, HDV (ang. Hepatitis Delta Virus), VS (ang. Varkud
Satellite), oraz makrokompleksy rybonukleoproteinowe, i spliceosomy [3]. Cho¢
zdarza sig, ze w zywych organizmach dziatanie rybozymoéw wspomagane jest przez
biatka, sama aktywno$¢ katalityczna wykazuje czasteczka RNA. Rybozymy prze-
prowadza¢ moga reakcje transestryfikacji (migdzy innymi rybozym typu hairpin),
transferu nukleotydu (introny grupy I i II), hydrolizy (RNA RNazy P), a takze syn-
tezy wiazania peptydowego (rybosom).

Inny podziat rybozymdw opiera si¢ na wielkosci czasteczek. Wyroznia si¢ rybo-
zymy male, o niezbyt skomplikowanej budowie oraz duze, ztozone z licznych czgsci
helikalnych i pgtli. Ztozona struktura tréjwymiarowa rybozymow pozwala im na
przeprowadzenie reakcji katalitycznej w $cisle okreslonym miejscu. Rybozymy potra-
fia nie tylko przeorganizowaé swoje miejsce aktywne, ale takze katalizowac reakcje
poprzez zblizenie do siebie dwdch substratow [11].

Wigkszo$¢ znanych obecnie rybozymow katalizuje reakcje, w wyniku ktérych
nastgpuje nieodwracalna zmiana rybozymu, a w konsekwencji utrata wtasciwosci
katalitycznych. O takich rybozymach bgdziemy moéwili, ze katalizuja tylko jeden
obrot reakceji. Istnieja jednak rybozymy, ktore, podobnie jak enzymy biatkowe, pozo-
staja niezmienione w wyniku reakcji. Jest to rybozym wystepujacy w rybosomie
[12], a takze RNA RNazy P [13]. Rybozymy te moga przeprowadza¢ wiele obrotow
reakcji 1 sa katalizatorami w klasycznym rozumieniu tego terminu. W badaniach
in vitro wykorzystuje si¢ czesto modyfikacje rybozyméw zdolnych do katalizowa-
nia tylko jednego obrotu reakcji do form mogacych katalizowa¢ wiele obrotow
reakcji.
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Rysunek 1. Dwa przyktady mechanizmow aktywnosci katalitycznej rybozymoéw. A) Intron grupy I: nukleofi-
lowy atak tlenu 3’ guanozyny, ktora nie nalezy do rozcinanego tancucha RNA. B) Intron grupy II:
nukleofilowy atak tlenu 2’ nukleotydu, bgdacego czgscia intronu wycinanego tancucha. W obu
przypadkach produktem jest egzon z grupa hydroksylowa na koncu 3’. Dwa oddzielone wczes$niej
intronem egzony tacza si¢, a dodatkowym produktem jest intron, na ktorego koncu 5’ znajduje si¢
reszta guanozyny

Figure 1.  Two examples of catalytic activity of ribozymes. A) Group I intron: nucleophilic attack of
a 3’ oxygen from guanosine that is not part of the cleaved RNA chain. B) Group II intron: nucle-
ophilic attack of a 2” oxygen from nucleotide that belongs to the intron part of the cleaved RNA
chain. In both cases the reaction product is an exon with a hydroxyl group at the 3’ end. Two exons,
separated by an intron, combine, and an additional product is an intron with a guanozine at the 5’ end

W niniejszej pracy skupiono si¢ na najlepiej dotad zbadanych rybozymach:
rybozymie Tetrahymena thermophila (intron grupy I) oraz rybozymie typu hairpin
przeprowadzajacym reakcje transestryfikacji 2'0, zaliczanych odpowiednio do grupy
duzych i matych rybozymow. W obu przypadkach sa to czasteczki, ktore in vivo
katalizuja tylko jeden obrot reakcji. Dla poréwnania oméowiono takze inne uktady,
m.in. RNA RNazy P, ktory katalizuje reakcje hydrolizy oraz Diels-Alderaze (DAzg),
katalizujaca reakcjg cykloaddycji substratow nie bedacych nukleotydami [11, 14—15].

Rybozym Tetrahymena thermophila katalizuje wycinanie intronéw (niekodu-
jacych fragmentoéw) wlasnego tancucha RNA. Rybozym Tetrahymena thermophila
nalezy do grupy duzych rybozymow, sktada si¢ z wielu cz¢sci helikalnych oraz licz-
nych petli wewngtrznych (Rys. 2).

Rybozymy typu hairpin biora udziat miedzy innymi w replikacji wirusa mozaiki
tytoniowej [16]. W trakcie namnazania tworzy si¢ fancuch komplementarny do sate-
litarnego RNA, rybozym typu hairpin rozcina komplementarny fancuch a nastgpnie
liguje go i w ten sposob powstaje matryca, na podstawie ktorej syntetyzowane sa
potomne czasteczki RNA.
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Rysunek 2. Budowa rybozymu Tetrahymena thermophila
Figure 2. Structure of Tetrahymena thermophila ribozyme

Rybozymy typu hairpin moga znacznie roézni¢ si¢ migdzy soba budowa.
Na Rysunku 3 przedstawiono ogo6lny schemat budowy dla tej grupy czasteczek RNA.
Czes$¢ aktywna katalitycznie pozostaje niezmienna i sktada si¢ z dwdch helikalnych
ramion, na ktérych znajduja si¢ petle wewngetrzne, ztozone zawsze z takich samych
nukleozydéw. W sktad pozostatej, niekatalitycznej czesci moga wehodzi¢ rdzne struk-
tury drugorzgdowe. Na przyktad naturalna forma rybozymu typu hairpin wirusa
mozaiki tytoniowej sktada sig z czterech helikalnych ramion: dwoch aktywnych kata-
litycznie, z pgtlami wewngtrznymi 1 dwoch dodatkowych, dzigki ktorym dziatanie
rybozymu jest szybsze. Zagadnienie to zostanie doktadniej omowione w rozdzia-
fach 3.214.2.
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Rysunek 3.

Figure 3.
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Budowa rybozymow typu hairpin. Linia kropkowana oznaczono czgsci budowy czasteczki, roz-
nigce si¢ znacznie dla roznych rybozymow i mogace tworzy¢ roznorodne struktury drugorzedowe.
Linia ciagta oznaczono glowna czg$¢ aktywna katalitycznie, sktadajaca sig¢ z dwoch helikalnych
ramion, ktorych sktad nukleotydowy moze by¢ rozny. Na tych ramionach znajduja sig pgtle wew-
netrzne, ktore zbudowane sa zawsze z takiej samej sekwencji nukleotydowej i to w ich obrebie
przeprowadzana jest wasciwa reakcja katalityczna. Obszar, ktory jest niezmienny dla réznych
rybozymow nalezacych do tej samej grupy nazywa sig regionem konserwatywnym

Structure of the Aairpin ribozyme. Dotted line: parts of the molecule which can have different
secondary structure for different ribozymes. Solid line — the main catalytic part containing two
helical arms which can be constructed from different nucleotide pairs. The helical arms contain
internal loops, always built from the same nucleoside sequence, regardless of the kind of ribo-
zyme. The actual catalytic act takes place at the internal loops. A region that is invariant for diffe-
rent ribozymes is called a “conservative region”

W eksperymentach in vitro badano zaré6wno naturalng forme rybozymu (Rys. 4A),
jak i jego rozne modyfikacje. W formie naturalnej, po zajsciu reakcji katalitycznej
jedna z czg$ci substratu pozostaje przytaczona do rybozymu [16—18]. Uniemozliwia
to przylaczenie kolejnego substratu. Podobnie zachowuje si¢ uproszczona forma
rybozymu, pozbawiona dwoch ramion nie zawierajacych petli wewngtrznych
(Rys. 4B) [19, 20]. Dalsza modyfikacja, dzigki ktorej obie czgsci rozcigtego substratu
odtaczaja sig, pozwala na odtworzenie rybozymu po reakcji rozcinania i umozliwia
przytaczanie kolejnego substratu [21-24]. Taka forme nazywa¢ bedziemy forma mini-
malna (Rys. 4C).
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(A)

Rysunek 4. Modyfikacje rybozymu hairpin wykorzystywane w badaniach pojedynczych czasteczek. Linig
ciagla zaznaczono regiony aktywnie katalitycznie, linig kropkowana oznaczono obszary, ktore
maja wplyw na szybko$¢ reakcji. Strzatkami oznaczono miejsce unieruchamiania (MU) czasteczki
oraz miejsce cigcia (MC) tancucha. A) Forma naturalna, B) forma uproszczona — pozbawiona
ramion nie zawierajacych petli wewngtrznych, C) forma minimalna, ktéra moze katalizowa¢ wielu
obrotow reakcji

Figure 4.  Modifications of the hairpin ribozyme. Solid line: catalytically active regions, dotted line: non-
catalytic regions that determine the reaction rate. Arrows: immobilization place (MU) and clea-
vage place (MC). A) Natural form of the ribozyme, B) Simplified form — without the helical arms
which do not contain internal lops, C) Minimal form that can catalyze multicyclic reactions

RNaza P odgrywa kluczowa role w dojrzewaniu konca 5' tRNA zaréwno u bak-
terii [2], archeowcow jak i u organizméw eukariotycznych [25]. RNaza P in vivo
wystepuje w postaci holoenzymu (w akcie katalitycznym wspohluczestniczy biat-
kowy kofaktor). U bakterii kofaktor sklada si¢ z jednej czasteczki biatka, u arche-
owcow z czterech i u organizmow eukariotycznych z dziewigciu lub dziesigciu czaste-
czek biatka [13]. In vitro RNaza P wykazuje, w odpowiednich warunkach pH i ste-
zenia jonow dodatnich, wlasciwosci katalityczne nawet w nieobecnosci czg¢sci biat-
kowych. Rybozymy pochodzace z organizmoéw eukariotycznych dziataja nawet do
kilku rzedow wielko$ci wolniej od bakteryjnych [25]. Moze by¢ to spowodowane
faktem wystgpowania réznic w budowie miejsca przytaczania substratu.

Innym ciekawym przyktadem rybozymu jest rybozym katalizujacy cykloaddy-
cje Dielsa-Aldera [11].

Rybozym ten katalizuje reakcje miedzyczasteczkowa migdzy substratami nie
bedacymi czasteczkami RNA. Kataliza przeprowadzana jest poprzez zblizanie do
siebie substratow. Dziatanie tego matego rybozymu jest inhibitowane przez powsta-
jacy produkt [15]. DAza (ang. Diels-Alder reaction) katalizuje stereospecyficzne
formowanie si¢ wigzania wegiel-wegiel migdzy antracenem (dien) 1 imidem kwasu
maleinowego (dienofil).
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MU

Rysunek 5. Struktura formy sfatdowanej Diels-Alderazy. Zaznaczono miejsce unieruchomienia (MU), ktore
stosuje si¢ w badaniach na poziomie pojedynczych czasteczek

Figure 5. Folded Diels-Alderase structure. MU — immobilization place used in single-molecule measure-
ments

2. FRET POJEDYNCZYCH PAR CZASTECZEK (spFRET)

Zjawisko FRET polega na bezpromienistym przeniesieniu energii pomigdzy
dwoma fluoroforami, ze wzbudzonego donora na akceptor. Wydajno$¢ przeniesie-
nia energii zalezy od stopnia naktadania si¢ widm emisji donora i absorpcji akcep-
tora i zmniejsza si¢ gwattownie ze wzrostem odlegtosci miedzy fluoroforami. Wydaj-
no$¢ przeniesienia energii mozna zapisa¢ wzorem [26]:

1
E=— 1
1+ (R/R,) M

gdzie £ — wydajnos¢ FRET, R — odleglos¢ migdzy donorem i akceptorem, a R —
odlegtos¢, dla ktorej wydajnos¢ FRET wynosi 0,5. Zasigg przeniesienia energii FRET
to ok. 100 A. Ze wzgledu na wysoka czuto$¢ na zmiang potozenia miedzy fluorofo-
rami zjawisko FRET moze by¢ wykorzystywane do mierzenia zmian odleglosci wew-
natrz makroczasteczek biologicznych [27, 28].

Wraz z postepem technicznym stato si¢ mozliwe obserwowanie zjawiska FRET
dla pojedynczych par czasteczek (ang. single-pair FRET, spFRET). Do wykonywa-
nia pomiaréw wykorzystuje si¢ migdzy innymi mikroskop konfokalny. Inng tech-
nika jest TIR (ang. Total Internal Reflection), gdzie wykorzystywany jest fakt, ze
swiatto przy przejsciu z osrodka o wyzszym do osrodka o nizszym wspotczynniku
zatamania pod katem wigkszym od kata granicznego ulega catkowitemu odbiciu
wewngetrznemu. Przystepny opis technik pomiaru FRET dla pojedynczych par czaste-
czek mozna znalez¢ w pracy [29].



ENZYMOLOGIA POJEDYNCZYCH CZASTECZEK RNA 183

W idealnych warunkach §wiatto laserowe wzbudza jedynie czasteczke donora,
a fluorescencja akceptora pochodzi jedynie od bezpromienistego przeniesienia energii
z donora na akceptor. Wydajnos$¢ przeniesienia energii definiuje si¢ wtedy jako:

Iy

=t 2
I +1, )

gdzie: E — wydajnos¢ przeniesienia energii, /, — intensywnos¢ fluorescencji akcep-
tora, I, — intensywno$¢ fluorescencji donora. Zasadg dziafania techniki spFRET
przedstawiono na Rysunku 6.
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Rysunek 6. Zasada techniki spFRET. Po lewej: czasteczka donora (szara) i akceptora (czarna) przytaczone do
biopolimeru. Na $rodku: trajektorie fluorescencji donora (linia szara) i akceptora (linia czarna).
Po prawej: trajektorie FRET. A) Duza odlegtos¢ migdzy fluoroforami powoduje niska wydajnos¢
przeniesienia energii i obserwuje si¢ tylko fluorescencj¢ donora. B) Odlegto$¢ migdzy fluorofo-
rami jest porownywalna z R, (wzor 1), tak ze oba barwniki (donor i akceptor) emituja fotony
fluorescencji. C) Mata odlegto$¢ migdzy fluoroforami powoduje wysoka wydajno$¢ przeniesienia
energii i obserwuje si¢ gtdwnie fluorescencj¢ akceptora

Figure 6.  Principle of the spFRET technique. Left: biopolymer with a donor (gray) and acceptor (black),
middle: donor (gray line) and acceptor (black line) fluorescence trajectories. Right: FRET trajecto-
ries. A) The distance between the dyes is large, energy transfer is low so only the donor fluore-
scence is observed. B) The distance between dyes is equal to R, (eqn 1), donor and acceptor emit
photons of fluorescence. C) Short inter-dye distance and high FRET: the acceptor fluorescence is
observed

Jesli donor i akceptor przytaczone sa do odpowiednio dobranych miejsc rybo-
zymu, zaobserwowac mozna charakterystyczna trajektori¢ wydajnosci spFRET, ktora
zmienia sig skokowo migdzy wartoscia wysoka (np. £ = 0,8) i niska (np. £ ;= 0,2),
(Rys. 7).
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Rysunek 7. A) Przyktadowe trajektorie fluorescencji pojedynczej czasteczki donora (/;, — linia szara) i akcep-

tora (/, — linia czarna) oraz B) obliczona na ich podstawie trajektoria spFRET (E =1, /(1 | 1))

Figure 7. A) Example of single-molecule fluorescence trajectories of donor (/; gray line) and acceptor
(I, black line). B) the calculated spFRET trajectory (E =1, /(1 . I,))

A +7D

Ze wzgledu na istnienie ruchow Browna, czasteczki zawieszone w roztworze
moga opusci¢ objetos¢ wzbudzania. Aby tego uniknaé, czasteczki unieruchamia si¢
na powierzchni szkta [29]. Jeden ze sposobdw polega na pokryciu powierzchni kwar-
cowej glikolem polietylenowym (ang. PEG), a nastgpnie natozeniu biatka bedacego
pochodna awidyny, np. neutrawidyng lub streprawidyng. Biatka te wykazuja duze
powinowactwo do biotyny, do ktorej przytacza si¢ z kolei badana czasteczke kwasu
nukleinowego (DNA, lub RNA) [29]. Na przyktad, bardzo silne oddziatywania nie-
kowalencyjne prowadza do statej dysocjacji 4 x 10 M dla kompleksu biotyna
1 streptawidyna.

Unieruchomienie moze wplywa¢ na wlasciwos$ci czasteczek. Istnieje niebez-
pieczenstwo, ze pozbawiona pewnej liczby stopni swobody czasteczka zachowuje
si¢ inaczej niz w warunkach naturalnych. Mozna to (do pewnego stopnia) zweryfi-
kowac poréwnujac wyniki otrzymane dla pojedynczych, unieruchomionych czaste-
czek z wynikami otrzymanymi dla zespotu czasteczek w roztworze.

Innym problemem jest fotowybielanie. Jesli czasteczka jest unieruchomiona,
fluorofory znajduja si¢ pod ciagtym dziataniem promieniowania wzbudzajacego, co
moze znacznie przyspieszy¢ ich fotowybielanie. Konieczne jest zatem zoptymalizo-
wanie intensywnosci wzbudzenia, wybor odpowiednich barwnikéw, a takze zasto-
sowanie efektywnych metod analizy danych.

3. FALDOWANIE RYBOZYMOW

Czasteczki RNA wykazuja wlasciwosci katalityczne jedynie po uzyskaniu odpo-
wiedniej struktury trzeciorzedowej. Zrozumienie zalezno$ci drogi fatldowania od
czynnikow zewnetrznych, takich jak ste¢zenie jonéw i temperatura, jest niezbedne
dla mozliwosci kontrolowania procesu uzyskiwania zdolnosci katalitycznych przez
czasteczke biopolimeru. Dotyczy to zar6wno enzymow biatkowych jak i enzymow
RNA. Warunkiem poprawnego sfaldowania RNA jest obecnos¢ dodatnich jonow
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metali (np. sodowych, magnezowych). Od ich st¢zenia zalezy potozenie punktu
poczatkowego faldowania na powierzchni energii swobodnej, co z kolei determi-
nuje droge jaka musi przeby¢ czasteczka aby uzyskac¢ forme natywna.

Sfaldowane czasteczki rybozyméw wykazuja lokalna dynamike konformacyjna.
Na przyktad w czasteczce rybozymu typu hairpin potozenie helikalnych ramion fluk-
tuuje pomigdzy dwoma konformacjami. Konformacj¢, w ktoérej ramiona zawiera-
jace petle wewnetrzne znajduja sig blisko siebie nazywa¢ bedziemy forma zwinigta
(ang. docked), za$ konformacje, w ktdrej ramiona zawierajace pgtle wewngtrzne
oddalone sa od siebie na pewna odlegto$¢ nazywac bedziemy forma rozwinigta
(ang. undocked).

3.1. RYBOZYM TETRAHYMENA THERMOPHILA

Fatdowanie rybozymu Tetrahymena thermophila byto badane zaré6wno w eks-
perymentach dla zespotow czasteczek [30, 31] jak i dla pojedynczych czasteczek
[32—34]. Stwierdzono, ze moze si¢ on znajdowac w 3 stanach: rozfatdowanym, nie-
poprawnie sfatdowanym i poprawnie sfatdowanym (natywnym). Forma rozfatdo-
wana wykazuje wydajno$¢ przeniesienia na poziomie £ = 0,1, sfaldowana niepo-
prawnie £ = 0,3, a poprawnie sfatdowana £=0,9. W procesie faldowania niezbgdna
jest obecno$¢ jonow magnezowych, natomiast wybor drogi fatdowania zalezy od ste-
zenia jonow sodowych. Dla wysokiego stezenia (> 250 mmol/dm?) fatdowanie prze-
biega bardzo szybko do stanu natywnego, przy $rednim st¢zeniu (150-250 mmol/dm?)
obserwuje sig stan przej$ciowy, z ktorego czasteczka moze przej$¢ do stanu natyw-
nego, lub niepoprawnie sfatldowanego. Natomiast dla malego st¢zenia jonéw sodo-
wych (< 150 mmol/dm?) obserwuje si¢ na drodze fatdowania, oprocz stanu przej$-
ciowego, putapke energetyczna. Stwierdzono takze, ze wczesniejsze wytworzenie
struktury drugorzedowej nie jest konieczne do poprawnego sfatdowania.

Rybozym Tetrahymena thermophila wykazuje lokalne fluktuacje struktury.
W badaniach na zespole czasteczek wyznaczono stata rownowagowa zwijania
(K. = 7+ 3), stwierdzono, ze tworzenie struktury trzeciorzgdowej przebiega¢ moze
réznymi drogami a takze zaobserwowano dlugo zyjace stany rozfatdowane. Bada-
nia pojedynczych czasteczek pozwolity na wyznaczenie statych szybkos$ci zwijania
i rozwijania [33] oraz ksztaltu powierzchni energii swobodnej fatdowania [32].
Na poziomie pojedynczych czasteczek wyznaczono stata rozwijania (k. , = 1,62+
0,08 s™') i zwijania (k, , = 0,224 £ 0,015 s™'), a takze obliczono stata rownowagowa
zwijania (K, , =k, /k =17,2+0,8)[33].

dock’ " “undock
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3.2. RYBOZYM TYPU HAIRPIN

W naturalnych warunkach rybozym ten wystepuje w postaci struktury Holli-
day’a, w ktorej na dwoch sasiadujacych ze soba ramionach znajduja si¢ petle wew-
netrzne. Wykazano jednakze, ze aktywnos¢ katalityczna moga mie¢ formy zmodyfi-
kowane pozbawione ramion nie zawierajacych petli (Rys. 4). Rybozymy znakowano
fluorescencyjnie na dwoch ramionach zawierajacych pgtle wewngtrzne. W ekspery-
mencie obserwowano trzy rézne wydajnosci FRET. Wartosci wysoka (£ = 0,81)
i niska (£ = 0,15) odpowiadaty rybozymowi odpowiednio w formie zwinigtej i roz-
winigtej z przytaczonym substratem, natomiast posrednia (£ = 0,38) odnosita si¢ do
wolnego rybozymu. Stwierdzono, ze rybozym, do ktérego przyltaczony jest nie roz-
ciety substrat wykazuje inna dynamike konformacyjna, niz rybozym z przytaczo-
nym, rozcigtym substratem.

Badajac formg¢ minimalng (Rys. 4C), wyznaczono stala zwijania rybozymu
z nierozcigtym substratem, ktorej warto$¢ byta taka sama jak dla zespolu czasteczek
(0,008 s™). Stwierdzono, ze rozne czasteczki wykazuja rozne state rozwijania. Naj-
wolniejsza stata rozwijania (0,005 s™!) zgadzata sie z wynikami otrzymanymi dla
zespotu czasteczek. Zaobserwowano takze efekt pamigci — pomimo, ze rozne czas-
teczki rybozymu wykazuja rozne state szybkosci rozwijania, to jedna, konkretna
czasteczka charakteryzuje si¢ tym, ze jej stala szybkos$ci rozwijania nie zmienia si¢
w trakcie eksperymentu.

Dla poréwnania, rybozym z rozcigtym substratem wykazuje stala szybkosci
zwijania réwna 0,02 s~!, zaobserwowano roéznorodnos$¢ kinetyczna statej rozwija-
nia. Tak wigc stala zwijania rybozymu z przytaczonym, rozcigtym substratem jest
2,5 razy wigksza niz stata zwijania rybozymu, do ktérego przytaczony jest nie roz-
cigty substrat.

Poréwnujac wyniki eksperymentalne otrzymane dla formy minimalnej i natu-
ralnej rybozymu stwierdzono, ze forma minimalna wymaga dwa do trzy razy wigk-
szego stezenia jonOw magnezowych, a jej stata zwijania jest o trzy rzedy wielkosci
mniejsza niz stata zwijania dla formy naturalne;.

3.3. INNE UKLADY

Domena katalityczna RNazy P RNA z Bacillus Subtilis jest dobrym modelem
do badan kinetyki faldowania, poniewaz obszar energii swobodnej nie zawiera puta-
pek energetycznych [35, 36]. Dodatkowo jest to rybozym na tyle duzy, by stosowaé
dla niego zasady faldowania duzych czasteczek RNA. Badania na poziomie poje-
dynczych czasteczek potwierdzity wczesniejsze spostrzezenia o faldowaniu z udzia-
tem stanow przejsciowych. Pozwolity takze stwierdzi¢, ze nie jest to jeden, a trzy
stany przejsciowe. Warunki poczatkowe (stgzenie jonow dodatnich, pH roztworu)
determinuja punkt startowy fatldowania na powierzchni energii swobodnej, a co za
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tym idzie maja bezposredni wptyw na droge faldowania (czy przebiega ona z udzia-
tem putapek energetycznych, czy tez bez nich).

Wykorzystujac technike FRET pojedynczych czasteczek stwierdzono, ze fat-
dowanie DAzy do formy aktywnej przebiega poprzez stan przejsciowy. Czasteczki
DAzy znakowano fluoresencyjnie, wykorzystujac Cy3 jako donor i CyS5 jako akcep-
tor. Stan rozfaldowany stanowi kigbek statystyczny, w ktorym nie wytworzyty sig
jeszcze wiazania wodorowe migdzy komplementarnymi parami zasad. Po dodaniu
jonow jednododatnich (Na*) wytwarza si¢ struktura drugorzedowa, na ktora skta-
daja si¢ czesci helikalne 1 petle wewngtrzne. W ten sposob czasteczka przechodzi
do stanu posredniego. Wytworzenie struktury trzeciorzedowej (a wigc przejscie do
stanu sfaldowaniego) nastgpuje po dodaniu do uktadu jonéw dwudodatnich. Wtedy
to czesci struktury drugorzedowej zaczynaja oddziatywac ze soba.

4. AKTYWNOSC KATALITYCZNA RYBOZYMOW 1 JEJ SPRZEZENIE
Z DYNAMIKA KONFORMACYJNA

Badania pojedynczych czasteczek pokazuja, ze rézne czasteczki rybozymow
wykazuja rézna aktywnos$¢ katalityczna. Rozklady aktywnosci katalitycznej rybo-
zymow sa zgodne z warto$ciami Srednimi uzyskanymi w badaniach zespolow czaste-
czek [21, 33]. Jak wszystkie makroczasteczki biologiczne, rybozymy wykazuja dyna-
mike konformacyjna. W przypadku rybozymoéw stwierdzono sprzgzenie aktywnosci
katalitycznej z dynamika konformacyjna. Na przyktad dla rybozymu typu hairpin
polega to na zmianie czgstosci przej$¢ pomigdzy stanem zwinigtym i rozwinigtym
rybozymu, gdy przylaczony substrat ulega rozcigciu.

4.1. RYBOZYM TETRAHYMENA THERMOPHILA

Aktywnos$¢ katalityczna Tetrahymena thermophila badano dla pojedynczych,
unieruchomionych czasteczek [33]. Schemat reakcji przedstawiono na Rysunku 8.
Poniewaz po rozcigciu produkt oznakowany barwnikiem fluorescencyjnym oddziela
si¢ od rybozymu, mozliwe byto okre§lenie momentu rozcigcia jako nagltego zmniej-
szenia fluorescencji pojedynczej czasteczki.

E-S-ACy3+G <> G-E-S-ACy3 >
Cy3AG-E-S—E-S + GACy3

Rysunek 8. Mechanizm katalizy enzymu Tetrahymena thermophila dla oligonukleotydowego substratu
(S-A = CCCUCUA), do ktorego dotaczony jest barwnik fluorescencyjny Cy3. Guanozyna (G)
przylacza si¢ do rybozymu E, ktory katalizuje rozcigeie substratu, a produkt (GACy3) oddziela
si¢ od rybozymu

Figure 8.  Enzymatic catalysis mechanism of Tetrahymena thermophila ribozyme for oligonucleotide sub-
strate (S-A = CCCUCUA) with a fluorescent dye (Cy3) attached. Guanosine (G) attaches to ribo-
zyme E and catalyzes substrate cleavage, product (GACy3) dissociates from the ribozyme
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Etapem limitujacym szybkos¢ jest etap rozcigcia. Zaleznos$¢ szybkos$ci rozcig-
cia v od stezenia guanozyny [G] byta zgodna z réwnaniem Michaelisa-Menten [37],
v=k[G]/ (K, + [G]), ze stala szybkosci rozcigcia k= 0,21 + 0,01 s'i stata Michae-
lisa-Menten K, = 0,26 + 0,04 mmol/dm’. Wyniki te zgadzaty si¢ z tyrni otrzyma-
nymi dla zespotu czasteczek i wynoszacymi k= 0,21 = 0,01 s, a K, ,=030=
0,05 mmol/dm?. Reakcja rozcinania zachodzita tylko wtedy, gdy rybozym znajdowat
si¢ w konformacji poprawnie zwinigtej, ktorej wydajno$é spFRET wynosita £=0,9.

4.2. RYBOZYM TYPU HAIRPIN

Mechanizm aktywno$ci katalitycznej formy minimalnej rybozymu typu Aair-
pin przedstawiono na Rysunku 9. Poniewaz poszczegolne etapy reakcji maja porow-
nywalne szybkosci, zaleznosci kinetyczne sa zlozone i wymagaja analizy nume-

rycznej [21].
k off kdock k cleav unda K’ off
—
k off k undock k lig kdock K’ on

(A) (F)

Rysunek 9. Mechanizm katalizy formy minimalnej rybozymu hairpin. Do czasteczki przytaczono dwa barw-
niki fluorescencyjne: Cy3 jako donor (szary) i Cy5 jako akceptor (czarny). (A) — wolny rybozym
i przylaczajacy si¢ do niego substrat, (B) rozwinigty rybozym z przytaczonym substratem,
(C) zwinigty rybozym z przytaczonym substratem, (D) rybozym z rozcigtym substratem, (E) roz-
winigty rybozy z rozcigtym substratem, (F) wolny rybozym i uwolnione produkty

Figure 9.  Mechanism of catalysis for the minimal form of the Aairpin ribozyme. Two fluorescent dyes are
attached to the ribozyme: Cy3 as a donor (gray) and Cy5 as an acceptor (black). (A) free ribozyme
and the substrate, (B) undocked ribozyme-substrate complex, (C) docked ribozyme-substrate com-
plex, (D) docked ribozyme with cleaved substrate, (E) undocked ribozyme with cleaved substrate,
(F) free ribozyme and products

Wydajno$¢ FRET w stanie zwinigtym wynosi ok. 0,8, natomiast dla formy roz-
winigtej ok. 0,15. Rybozym (zaréwno w formie minimalnej jak i naturalnej), do
ktorego przylaczony jest rozcigty substrat wykazuje szybkie przejscia migdzy sta-
nami zwini¢tym i rozwinigtym. Dzigki temu mozna na podstawnie trajektorii FRET
okresli¢ moment rozcigcia. Widoczne jest to jako przejscie z dlugotrwajacego stanu
wysokiego FRET (£ = 0,8) do szybkich fluktuacji migdzy warto§ciami £=0,210,8.
Akt katalityczny obserwuje si¢ posrednio, znajac dynamike konformacyjna form
rybozymu z przytaczonym rozcigtym i nierozcigtym substratem.

Dla formy minimalnej (Rys. 4C) wyznaczono stata rOwnowagi rozcinania
K = 0,5, oraz przedziat, 0,1 do 0,4 s™!, w ktérym mieSci si¢ stata rozcinania, a takze
odpowiedni przedziat, 0,2 do 0,8 s™!, dla statej ligacji [21]. Dla formy naturalnej
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state rozcinania i ligacji wahaja si¢ wedhug roznych autorow [16, 18] miedzy 0,6
a 1 min™! dla statej rozcinania i 18-21 min™ dla statej ligacji.

4.3. INNE UKLADY

Poréwnywano kinetyke dziatania RNA RNazy P dla organizmoéw prokariotycz-
nych (bakterie, archeowce), jak i eukariotycznych [25, 38], w warunkach kiedy moz-
liwy jest jeden obrot reakcji. Stwierdzono, ze bez udziatu biatek, state rozcinania
przeprowadzanego przez rybozymy eukariotyczne (ludzki i G. lamblia) wynosza
odpowiednio 2,6 x 101 3,5 x 107° min™!, przy czym prokariotyczny RNA RNazy P
przeprowadza proces rozcinania ze stata szybkosci 8,4 min'. Powodem tak duzych
rozbiezno$ci moze by¢ fakt nieobecnosci w rybozymach eukariotycznych fragmen-
tow odpowiedzialnych za przylaczanie substratu w organizmach prokariotycznych.
Zmodyfikowano wigc rybozym bakteryjny, usuwajac te fragmenty i stwierdzono, ze
stata rozcinania zmniejszyta sie do wartosci 2,5 x 10 min™'. Pozostaje wiec nadal
réznica dwoch rzedoéw wielkosci. Stwierdzono, ze najprawdopodobniej w wyniku
ewolucji RNA RNazy P coraz bardziej ,,uzaleznial” si¢ od pomocy kofaktoréw biat-
kowych, niemniej jednak nie utracit wlasciwosci katalitycznych.

5. ANALIZA DANYCH W BADANIACH POJEDYNCZYCH
CZASTECZEK RNA

Przeglad metod statystycznej analizy danych w zastosowaniu do badan nad
pojedynczymi czasteczkami znalezé mozna w pracach [39, 40]. Analiza danych
w enzymologii pojedynczych czasteczek RNA polega czgsto na analizie trajektorii
spFRET wykazujacych skoki pomigdzy stanami o r6znej wydajno$ci przeniesienia
energii fluorescencji £. Jesli poziom szumu jest niski, liczbe stanéw FRET mozna
okresli¢ wizualnie z wykresu trajektorii. Podobnie mozna ustali¢ progi pozwalajace
przypisa¢ zmierzone wartosci £ do poszczegdlnych stanow, a nastgpnie wyznaczy¢
dhugosci interwatéw czasu przebywania w tych stanach. Analiza histogramow cza-
sOw przebywania w poszczegdlnych stanach FRET pozwala wyznaczy¢ stale szyb-
kosci przejs¢ pomigdzy stanami.

Wyznaczenie liczby standéw i rozktad trajektorii na odcinki odpowiadajace
poszczegodlnym stanom sa trudne jesli szum eksperymentalny jest duzy, jak to ma
czg¢sto miejsce w badaniach spFRET. Dlatego poszukuje si¢ nowych metod statys-
tycznej analizy danych. Interesujace mozliwosci daje modelowanie trajektorii
spFRET jako ukrytego procesu Markowa [41], lub modelowanie zliczen w kanatach
donora jako modulowanych proceséw Poissona [42].
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5.1. ROZKEADY CZASOW ON I OFF

W spektroskopii spFRET rejestruje si¢ trajektorie fluorescencji donora i akcep-
tora. W badaniach rybozymow trajektorie te wykazuja czgsto dwa lub wigcej dys-
kretnych wartosci wydajno$ci przeniesienia energii £, a przejScia migdzy stanami
zachodza w sposob skokowy. W najprostszym przypadku obserwuje si¢ dwie war-
tosci £ odpowiadajace wysokiej (£, ) i niskiej (£ ;) wydajnosci przeniesienia ener-
gii. Na podstawie trajektorii £ dobierana jest warto$¢ progowa, np. E = (E, TE)2,
rozdzielajaca trajektori¢ na okresy o wysokiej (on) wydajnosci (£ > E) i okresy
o niskiej (off) wydajnosci przeniesienia energii (£ < E). Kolejne czasy przebywa-
nia w stanach on i off, sa zmiennymi losowymi o rozktadach zaleznych od mecha-
nizmu zmian konformacyjnych. W celu wyznaczenia staltych szybkosci przejsc, do
histogramu czaséw on i oft dopasowuje si¢ krzywe wynikajace z modelu zmian
konformacyjnych (Rys. 10). Otrzymuje si¢ w ten sposob state kinetyczne ucieczki
ze stanow on i off (k ik ), bedace odwrotnosciami srednich czasow przebywania
w kazdym ze stanow (7, i T ). Wariantem tej metody jest dopasowywanie modelu
do kumulatywnych histograméw czasow on i off [19].

B ‘ \ ‘ \

>

teor

Ks'= 0.0500 ms-’ \ ko = 0.0800 ms-'
“ = 0.0518 ms-" 5% = 0.0755 ms-1
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# zdarzen
# zdarzen

czas[ms] - czas[ms]

Rysunek 10. Przyktad analizy on-off: histogramy czasow przebywania w stanie on (A) i off (B) wraz z dopaso-
wanymi krzywymi wyktadniczymi (linie ciagle) i wartosciami statych kinetycznych ucieczki
(k,» k ;) uzytymi do symulacji (indeks teor) i odzyskanymi (indeks dop) w wyniku dopasowan

Figure 10. Example of an on-off analysis: on- (A) and off- (B) time histograms with fitted exponential curves
(solid lines) and the kinetic rates (k_, k ;) used in simulations (“teor”) and those obtained from
fitting (“dop”)

Jesli szum eksperymentalny jest duzy mozna zastosowaé wygtadzanie trajekto-
rii spFRET [43].

5.2. MODELOWANIE I SYMULACJE EKSPERYMENTOW spFRET

W pracy [39] zaproponowano model trajektorii wydajnosci jako realizacji ukry-
tego modelu Markowa. Ukryte modele Markowa zostaty poczatkowo zastosowane
W automatycznym rozpoznawaniu mowy, a pozniej znalazly zastosowanie w innych
dziedzinach [44] .
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Model Markowa sktada si¢ z dyskretnych stanow, pomigdzy ktérymi nastgpuja
przeskoki. Szybko$¢ przejs¢ migdzy stanami opisana jest rtOwnaniami Kinetycznymi.
Przyktadem modelu Markowa jest model zmian konformacyjnych czasteczki RNA
przedstawiony na Rysunku 9. Proces zmian konformacyjnych jest ukryty poniewaz
obserwujemy go jedynie posrednio, w postaci trajektorii wydajno$ci FRET. Warto$¢
wydajnosci £ informujaca o konformacji czasteczki jest zmienna losowa o rozkta-
dzie, ktory z dobrym przyblizeniem jest rozktadem Gaussa. Trajektoria FRET jest
traktowana jako generowana przez ukryty model Markowa, a celem analizy danych
jest okreslenie liczby stanow i statych szybkosci przej$¢ tego modelu. Przyktad zasto-
sowania w eksperymencie z rybozymami znajduje si¢ w pracy [19]. W pracy [45]
zastosowano symulacje do okreslenia mozliwo$ci wyznaczania liczby stanow
1 wyznaczania parametrow kinetycznych dla kroétkich trajektorii spFRET.

Eksperymentalna trajektoria wydajnosci spFRET jest szeregiem czasowym
obliczanym jako E, = n,,/ (n,, + n,), gdzie n,, i n_ sa liczbami zliczen fotonéw
odpowiednio w kanale akceptora i donora, w przedziale czasowym (ik, (i + 1)h)
o szerokoSci h. Liczby zliczen n,, 1 n,, sa zmiennymi losowymi, ktorych wartosci
srednie sarowne I, hil h, gdzie I, 11, sa srednimi intensywnosciami fluorescencji
akceptora i donora w interwale (ik, (i + 1)h). E, jest oszacowaniem Sredniej wydaj-
no$ci FRET w i-tym interwale (i%, (i + 1)4). Oznacza to usrednienie informacji po
szerokosci interwatu /. Metoda analizy spFRET, ktora unika tego ograniczenia jest
metoda najwigkszej wiarygodno$ci zastosowana bezposrednio do trajektorii cza-
sow detekcji fotonéw w kanatach donora i akceptora. Gopich i Szabo [42] opraco-
wali podstawy teoretyczne tego podejs$cia i zademonstrowali, ze moze by¢ ono sto-
sowane do estymacji parametrow w spFRET.

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Rybozymy sa waznymi biologicznie czasteczkami RNA wystepujacymi we
wszystkich zywych organizmach. Dzigki badaniom na zespole czasteczek mozliwe
byto okreslenie mechanizméw dziatania rybozymow i wyznaczenie niektorych sta-
tych kinetycznych. Zastosowanie spektroskopii pojedynczych czasteczek pozwolito
na petniejszy opis aktywnosci rybozymoéw. Wyznaczono state kinetyczne, ktorych
okre$lenie w badaniach na zespole czasteczek bylo niemozliwe. Zaobserwowano
takze zjawiska, usredniajace si¢ w pomiarach na zespole czasteczek. Na przyktad,
stwierdzono istnienie heterogenicznosci polegajacej na tym, ze rdézne czasteczki,
pomimo takiej samej budowy chemicznej i identycznych warunkow eksperymen-
talnych katalizuja reakcje z roznymi statymi szybkosci. Nalezy przypuszczac, ze
kolejne lata przyniosa dalsze zastosowania metod pojedynczych czasteczek do bada-
nia zardwno enzymow RNA jak i enzymow biatkowych.
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ABSTRACT

For more than one hundred years, mercury fulminate (MF), lead azide (LA)
and lead styphnate (LS) have been used as primary explosives (Fig. 1). They are
very good initiatory explosives but they also suffer from serious drawbacks, such as:
(a) extremely high sensitivity to mechanical stimuli, (b) thermal, hydrolytic, and
chemical instability or lack of resistance to light, (¢) incompatibility with metals
commonly used in initiating devices, (d) high toxicity of the compounds themselves
and their decomposition products [1, 2].

The ongoing search for new primary explosives is aimed at finding materials
safer in production and use which do not contain heavy metals and exhibit better
initiating performance than the multicomponent compositions being used now. The
replacements of the present primaries should be more resistant to accidental stimuli
(electrostatic discharge, impact, friction), but they must reliably inflame or detona-
te, e.g. upon exposure to flame, electrically heated wire or strike with a firing pin
in stab and percussion initiators. However their thermal stability should not be too
low in order to avoid unexpected explosions of ammunition exposed to heat flow
from a fire. On the other hand some of the materials (detonants) must be capable of
fast transition from deflagration to detonation. It is not easy to reconcile so many
contradictory demands, but from the recently published papers, it appears that it
may be possible [3-5].

It has been confirmed many times that some complex compounds with a gene-
ral formula MX(L)y(XO)Z where M denotes a transition metal cation, L is a nitrogen
rich ligand, and XO is an oxygen containing anion are effective primary explosives
[3]. The cation plays structure-creating role (i.e. coordinates other molecules) provi-
ding stability of the compound and required level of safety. Usually it is also a cata-
lyst of the first stage of decomposition which assures a rapid deflagration to detona-
tion transition — inherent feature of primary explosives. In order to maximize the
heat effect of decomposition, the oxygen balance of the compounds ought to be
close to zero. Thanks to this the initiating performance of the new primaries may be
higher than that of azides and flumintaes.

In this work we present a review of papers devoted to synthesis, chemical com-
position, molecular structure and explosive properties of primary explosives from
the group of coordination compounds. A lot of attention was paid especially to the
explosives that have already been used in initiating devices and those with unique
properties, e.g. highly sensitive to laser radiation. To systematize the review, the
title compounds were divided into groups which distinguishing feature was the kind
of ligand.

Keywords: primary explosives, coordination compounds

Stowa kluczowe: inicjujace materiaty wybuchowe, zwiazki kompleksowe
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WPROWADZENIE

Inicjujace materiaty wybuchowe (IMW) wykorzystuje si¢ do zapoczatkowania
proces6w spalania i detonacji innych materiatow wybuchowych, czyli prochow
i paliw rakietowych oraz tzw. kruszacych materiatéw wybuchowych (KMW). Ich
cecha szczegoblna jest zdolnos¢ do wybuchu w tadunkach o bardzo matych masach
(nawet miligramowych) pod wplywem bodzcow prostych, takich jak uderzenie, tarcie,
naktucie czy ptomien. Oznacza to, iz rozktad IMW mozna z tatwoscia zainicjowac,
a jego dalszy rozwdj jest niezwykle dynamiczny. Poczatkowo ma on charakter spa-
lania, jednak w ciagu bardzo krotkiego czasu (kilka mikrosekund) i na bardzo krot-
kiej drodze (pojedyncze mm) transformuje si¢ w wybuch, tzn. osiaga predkosci nad-
dzwigkowe. Generowany przy tym impuls ci$nienia ma parametry wystarczajace do
szybkiego (uderzeniowego) wytworzenia identycznej, naddzwigkowe;j fali przemian
chemicznych (w tym fali detonacyjnej) w przylegajacych tadunkach KMW. Do zapo-
czatkowania detonacji wykorzystuje si¢ zwykle czyste zwiazki wybuchowe o wtas-
ciwos$ciach inicjujacych, natomiast procesy spalania generowane sa najczgsciej za
pomoca mieszanin, ktére moga zawiera¢ indywidualne IMW. Miara zdolnosci inicju-
jacej jest minimalna ilos¢ IMW niezbgdna do trwaltego zapoczatkowania przemiany
wybuchowej innego materiatu. Parametr ten zalezy nie tylko od ilo$ci energii i tempa
jej uwalniania podczas rozktadu fadunku inicjujacego, ale takze od jego gestosci,
obecnos$ci dodatkéw, rozmiaréw czastek, rodzaju otoczki, itp. [1].

Zwiazki majace wlasciwosci IMW znaleziono dotychczas w grupie: (a) soli
cigzkich metali kwasu piorunowego (HONC) oraz azotowodorowego (HN,), (b) soli
cigzkich metali nitrowych pochodnych fenoli (pikryniany, trinitrorezorcyniany, trini-
trokrezolany), (¢) azydkéw organicznych, (d) pochodnych tetrazolu, (e) zwiazkdéw
zawierajacych ugrupowania diazowe, diazoksowe, furaznowe i furoksanowe, (f)
nadtlenkdéw organicznych, (g) acetylenkoéw ciezkich metali, (h) prostych soli amin i
zwiazkow heterocyklicznych z kwasami utleniajacymi, (i) roznych zwiazkéw koor-
dynacyjnych metali przejsciowych z organicznymi ligandami i kwasami utleniaja-
cymi[1,2].

N=N=N Ag N=N=N 5
Pb (0]
N=N=N NH 02N NO2
N\\ /NWNH Pb2 H,0
O—N=C N\ /N N02O
He N" H0
O—N=C H
Tetrazen TNRPDb

Rysunek 1. Najwazniejsze inicjujace materiaty wybuchowe
Figure 1. The most important primary explosives
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Pomimo olbrzymiej ilo$ci zwiazkow, ktore maja wlasciwosci inicjujace, przez
ostatnie kilkadziesiat lat powszechnie wykorzystywano praktycznie tylko pie¢ z nich,
a mianowicie: azydek ofowiu (Pb(N,),), azydek srebra (AgN,), piorunian rtgci
(Hg(ONC),), trinitrorezorcynian otfowiu (TNRPb) i tetrazen (Rys. 1) [1-5].

Zbyt mata odpornos¢ termiczna, niedostateczna trwato$¢ chemiczna i toksycz-
no$¢ piorunianu rt¢ci znacznie ograniczyly jego zastosowania. W sptonkach zapala-
jacych zostal on zastapiony przez TNRPbD i tetrazen, natomiast w sptonkach detonu-
jacych przez azydek otowiu. Ten ostatni charakteryzuje si¢ bardzo dobra zdolnoscia
inicjujaca, jednak jest nadmiernie wrazliwy na oddziatywania mechaniczne (szcze-
gollnie tarcie), wehodzi w reakcje ze sktadnikami atmosfery (H,0, CO,), reaguje
z miedzia (materiat konstrukcyjny sptonek) tworzac ekstremalnie wrazliwe azydki
miedzi oraz jest substancja toksyczna. Azydek srebra jest odporniejszy na oddzia-
tywanie atmosfery i nie reaguje z metalami, ale pod wplywem $wiatta stonecznego
ulega szybkiemu rozktadowi na pierwiastki z ktorych jest zbudowany. Wada TNRPD,
poza toksyczno$cia, jest zbyt duza wrazliwos$¢ na iskre elektryczna. Ponadto, w spton-
kach zapalajacych dziatajacych od uderzenia, musi by¢ uczulany tetrazenem, ktory
z kolei ulega hydrolizie juz w ok. 60°C [1, 2].

Niekt(')re IMW z grupy zwiazkow organicznych (Rys 2) przewyzszaja nawet
tem wartos$ci parametrow detonacyjnych rosnie takze zagrozenie przypadkowym
wybuchem, poniewaz zwigksza si¢ wrazliwo$¢ na bodzce inicjujace i maleje trwa-
to$¢ chemiczna tych zwiazkow [2].

N N

3 3 3
" O,N NO A A 0\ NH,
N* N NN >:NHHC10
N NG HN—<\ />—NH
N, N N, HCIOHN=< N
NH2 fo)
DINOL TATNB DiAT TAT DGTOP

Rysunek 2. Przyktadowe struktury IMW z grupy zwiazkow organicznych
Figure 2.  Exemplary structures of organic primary explosives

2-Diazo-4,6-dinitrofenol (DINOL) rozktada si¢ pod wptywem $wiatta stonecz-
nego. 1,3,5-Triazydo-2,4,6-trinitrobenzen (TATNB) powoli uwalnia azot juz w tempe-
raturze pokojowej, po czym ulega wewnatrzczasteczkowemu przegrupowaniu do
benzotrifuroksanu (BTF), ktéry nie jest IMW. TATNB, 3,6-diazydo-1,2,4,5-tetra-
zyna (DiAT) i 1,3,5-triazydo-2,4,6-triazyna (TAT) sa niezwykle efektywnymi IMW,
ale brak odpornos$ci termicznej i nieakceptowalny poziom zagrozenia przypadko-
wym wybuchem wyklucza mozliwo$é¢ ich stosowania w srodkach inicjujacych. Chlo-
rany i azotany amin, zasobnych w azot, znane sa z wysokich parametréw detonacyj-
nych i moga mie¢ wlasciwosci inicjujace [6, 7]. Pozwala to wykorzystywac je w roli
zardwno tadunkéw pierwotnych (inicjujacych) jak i wtornych (kruszacych). Przy-
ktadem takiego zwiazku jest so61 kwasu chlorowego(VII) i 3,6-di(guanidyno)-1,2,4,5-
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-tetrazyna-1,4-di-N-tlenku (DGTOP). Niestety DGTOP ulega rozktadowi w zbyt nis-
kiej temperaturze, a jego synteza jest bardzo skomplikowana.

Ewidentne wady wielu znanych IMW sa przyczyna niegasnacego zaintereso-
wania poszukiwaniem nowych zwiazkow. Oczekuje si¢ od nich nie tylko niezawod-
nosci dzialania, ale takze poprawy bezpieczenstwa produkcji i uzytkowania oraz
braku szkodliwego oddzialywania na sSrodowisko naturalne. W ostatnich latach dowie-
dziono, ze obiecujacym obszarem poszukiwan bezpiecznych, nietoksycznych i nie-
uciazliwych dla srodowiska IMW sa zwiazki kompleksowe o ogdlnym wzorze:
[M(L)_1(XO),_, gdzie: M — jon centralny, najczesciej kation metalu przejsciowego,
L —ligand, zwykle zwiazek organiczny o duzej zawarto$ci azotu, XO —anion kwasu
tlenowego [3-5].

Struktura i sktad chemiczny takich kompleksow jednoznacznie wskazuja na
ich potencjalne wlasciwosci wybuchowe. Zgromadzenie w jednej czasteczce moc-
nych reduktoréw (organiczne ligandy) i utleniaczy (aniony zasobne w tlen) tworzy,
bowiem, sprzyjajace warunki do zachodzenia szybkich, wewnatrzczasteczkowych
reakcji utlenienia i redukcji, ktérym towarzyszy wydzielenie produktéw gazowych
i energii — nieodlacznych cech wszystkich materialow wybuchowych.

Kation metalu pelni rolg strukturotworcza taczac elementy utleniajace i redu-
kujace w jeden zwiazek. Jego trwato$¢ jest pochodna wartosci energii wiazan koor-
dynacyjnych, a ta z kolei zalezy w duzej mierze od potencjalu jonowego kationu
metalu (stosunek tadunku jonu do jego $rednicy). Metal ma tez wplyw na wiasci-
wosci wybuchowe kompleksu, poniewaz jego wartosciowos¢ okresla liczbg zwiaza-
nych anionéw (tzn. zawartos¢ tlenu), natomiast liczba koordynacyjna determinuje
udziat reduktoréw w zwiazku. Ponadto niektére metale, np. miedz, sa znane z kata-
litycznego wptywu w reakcjach utlenienia i redukcji, mozna to wykorzystac do skro-
cenia etapu transformacji procesu spalania w wybuch (ro$nie woéwczas zdolnos¢
inicjujaca). Oczywiscie aktywno$¢ katalityczna metali jest rozna w stosunku do r6z-
nych utleniaczy i reduktoréw. Niemniej jednak modutowy charakter budowy zwiaz-
kow kompleksowych sprawia, ze mozliwe jest wprowadzanie nawet istotnych zmian
ich sktadu pierwiastkowego i struktury, w celu uzyskania optymalnego zestawu wiasci-
wosci fizykochemicznych i wybuchowych (mozliwie matej wrazliwosci, duzej trwa-
tosci 1 wysokich parametréw detonacyjnych) [3].

Pierwszymi zbadanymi zwiazkami kompleksowymi, ktore mialy wiasciwosci
IMW, byly azotany(V) oraz chlorany(V) i (VII) aminametali. Jednak z powodu zbyt
duzej wrazliwosci i niewystarczajacej trwalosci materialy te nie znalazty praktycz-
nego zastosowania. P6zniejsze badania wykazaty, ze zast¢pujac amoniak, czgsciowo
lub calkowicie, hydrazyna i jej pochodnymi, a takze zwiazkami heterocyklicznymi
o roznej strukturze i funkcjonalizacji mozna zmniejszy¢ wrazliwo$¢ i zwigkszy¢

W niniejszej pracy podjeto probe przedstawienia aktualnego stanu wiedzy doty-
czacej metod syntezy, sktadu chemicznego i struktury oraz wlasciwosci wybucho-
wych IMW z grupy zwiazkéw kompleksowych. Szczegélnie duzo uwagi poswig-
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cono zwiazkom, ktore znalazty juz zastosowania praktyczne oraz tym o unikalnych
wiasciwosciach, np. charakteryzujacych si¢ duza wrazliwos$cia na promieniowanie
laserowe. W celu usystematyzowania przegladu, tytulowe zwiazki podzielono na
grupy, ktorych wyréznikiem jest rodzaj ligandu, i opisano w kolejnych rozdziatach.

1. KOMPLEKSOWE INICJUJACE MATERIALY WYBUCHOWE
ZAWIERAJACE POCHODNE TETRAZOLU

Pochodne tetrazolu naleza bez watpienia do grupy ligandow pierwszego wyboru
podczas projektowania zwiazkow kompleksowych o wlasciwos$ciach wybuchowych.
Decyduje o tym duza zawarto$¢ azotu, ktory jest pozadanym produktem przemian
wybuchowych oraz wysoka dodatnia warto$¢ entalpii tworzenia tych zwiazkow,
wynoszaca w przypadku tetrazolu 237,2 kJ/mol [8]. Dzicki temu kompleksy zawie-
rajace ugrupowania tetrazolowe charakteryzuja si¢ wysokimi warto§ciami ciepta,
predkosci i ci$nienia detonacji. Ponadto liczne mozliwo$ci mono- i polifunkcjonali-
zacji tetrazolu, zar6wno podstawnikami elektronodonorowymi (np. NH,) jak i elek-
tronoakceptorowymi (np. NO,) pozwalaja kontrolowa¢ sktad i strukturg kompleksu
w szerokim zakresie. W potaczeniu z wlasciwym doborem jonu centralnego oraz
pozostatych wewnatrz- i zewnatrz sferycznych ligandow, a takze anionéw, mozna
doktadnie dopasowac wlasciwosci uzytkowe IMW do konkretnych aplikacji.

Wyraznie zaznaczone wlasciwosci wybuchowe, w tym inicjujace maja, chlora-
ny(VII) aminakobaltu(Ill) zawierajace ponadto jeden lub dwa ligandy anionowe
w postaci podstawionych tetrazoli [9]. Pierwszym IMW z tej grupy, ktory jest wyko-
rzystywany w bezpiecznych, niskonapigciowych zapalnikach elektrycznych jest
dichloran(VII) (5-cyjanotetrazolo-N?)pentaaminakobalt(III), nazywany takze CP
(Rys. 3.). Materiat ten zostat opracowany w USA w latach 70. XX wieku [10]. Jego
wrazliwo$¢ na uderzenie jest zblizona do wrazliwosci heksogenu (ok. 5 J), a wigc
mozna go uznac za bezpieczny IMW. P6zniej otrzymano i zbadano szereg analogow
CP, w ktorych grupa cyjanowa zostala wymieniona na inne, znacznie rézniace si¢
wielkoscia, struktura i sposobem oddzialywan elektronowych z pier§cieniem tetra-
zolowym. Zaden z nich nie miat lepszych wtasciwosci uzytkowych. Wiekszos¢ jest
jednak bezpieczniejsza w uzytkowaniu niz klasyczne IMW, a niektore nie ustgpuja
pod wzgledem parametréw detonacyjnych wysokoenergetycznym KMW, takim jak
pentryt czy heksogen [11, 12]. Niestety te najbardziej zasobne w energie sa takze
najmniej trwale.
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Rysunek 3. Schemat syntezy i struktura dichloranow(VII) (5-R-tetrazolo-N ?)pentaaminakobaltu(IIT)
Figure 3. Scheme of synthesis and structure of (5-R-terazolato-N ?)pentaamminecobalt(I1T)

Poza CP, najkorzystniejszy zestaw parametréw uzytkowych ma dichloran(VII)
(5-nitrotetrazolo-N?)pentaaminakobaltu(IIT) (NKT). Jest to substancja nietoksycz-
na, mato wrazliwa na wyladowania elektrostatyczne, odporna termicznie i trwata
chemicznie (hermetycznie zamknigta wytrzymuje ogrzewanie w 200°C przez
6 godz.). Proces spalania prasowanych tadunkow NKT (gestos¢ ok. 1,6 g/cm?, $red-
nica ok. 6,3 mm) przechodzi w wybuch na odcinku o dlugosci ok. 4,5 mm, a pred-
ko$¢ detonacji wynosi w tych warunkach 6650 m/s. W badaniach aplikacyjnych
wykazano, ze zapalniki elektryczne zawierajace wylacznie NKT w roli fadunku ini-
cjujacego niezawodnie dziataja w temperaturze 150°C i pod cisnieniem 80 MPa
(3, 13].

Dichloran(VII) (5-aminotetrazolo-N?)pentaaminakobaltu(IIT) jest zaledwie kru-
szacym materialem wybuchowym o umiarkowanej wrazliwosci na uderzenie (powy-
zej 6 J). Fakt ten wskazuje, ze mono funkcjonalizacja tetrazolu w pozycji 5 (na
atomie wegla) grupami elektronodonorowymi (NH,, OH) sprzyja zwigkszeniu stabil-
nosci kompleksowych kationow [Co(R-CN,)(NH,),]*" [14].

Zwiazki typu CP otrzymywane sa w wyniku wymiany koordynacyjnej czasteczki
wody w dichloranie(VII) akwapentaaminakobaltu(III) na anion odpowiedniej pochod-
nej tetrazolu (Rys. 3). Reakcja zachodzi podczas ogrzewania reagentow w $rodo-
wisku wodnym lub alkoholowym w obecnosci HCIO, [3].

Koordynacja obojetnych elektrycznie ligandow tetrazolowych sprzyja zwigksze-
niu liczby anionéw chloranowych(VII), przez co poprawia sig bilans tlenowy kom-
pleksow oraz ich parametry detonacyjne i zdolnos$¢ inicjujaca. W pracy [15] wyka-
zano, ze trichloran(VII) (1,5-diaminotetrazol)pentaaminakobaltu(Ill) oraz trichlo-
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ran(VII) (1-metylo-5-aminotetrazol)-pentaaminakobaltu(Ill) sa wysokoenergetycz-
nymi i bezpiecznymi IMW (Rys. 4).

/N\\ R=NH,
HN, N | C—NH, Predkos¢ detonacji: 7680 m/s
2, ‘ L N\N/ Ladunek minimalny: 0,2 g
\ (C1O,),

HN/‘\ R R:CH’3

Predkos¢ detonacji: 7320 m/s
Ladunek minimalny: 0,4 g

Rysunek 4. Struktura i wtasciwosci trichloranow(VII) (1-R-5-aminotetrazol)pentaaminakobaltu(I1I)
Figure 4.  Structure and properties of trichlorate(VII) (1-R-5-amminotetrazole)pentaamminecobalt(I1I)

Chloran(VII) di(5-nitrotetrazolo-N?)teraaminakobaltu(IIl) (BNCP) otrzymano
w 1986 1. [16] (Rys. 5). Obecnie jest uwazany za jeden z najbardziej efektywnych
IMW [17-20]. Charakteryzuje si¢ krotkim czasem przej$cia palenia w detonacje
(ok. 10 ms) i moze petnic rolg zaréwno tadunku pierwotnego jak i wtérnego, ponie-
waz przy gestosci 1,97 g/cm?® detonuje z predkoscia 8100 m/s, a jego wrazliwo$¢ na
uderzenie jest mniejsza niz wrazliwo$¢ pentrytu (ok. 6 J). Najmniejszy tadunek BNCP
niezbedny do pobudzenia heksogenu ma masg 50 mg [20]. Trwatos¢ i odpornosé
termiczna tego zwiazku rowniez nie budzi zastrzezen. Szybki, jednoetapowy roz-
ktad termiczny rozpoczyna si¢ dopiero po przekroczeniu 270°C.

Parametryczne badania syntezy BNCP w wodnych roztworach HCIO, wyka-
zaly, ze najczystszy produkt i z najwigksza wydajnoscia (do 70%) uzyska¢ mozna
prowadzac reakcje w mozliwie wysokiej temperaturze (95°C), przy wykorzystaniu
substratow (sol sodowa S-nitrotetrazolu i azotan(V) tetraaminawgglanokobaltu(I11))
nie zawierajacych azotanu(III) sodu. Jon NO; konkuruje, bowiem, z anionem 5-ni-
trotetrazolu w ostatnim etapie syntezy kompleksu, tzn. w reakcji wymiany czasteczki
wody na anionowy ligand [21, 22].

(NH,),CO, B N 17
Co(NO,), 5H,0 NHT) Co[(NH,),CO,INO, NH y %N
N IR
HCIO, =C—NO
Co[(NH,),CO,INO, T) Co[(NH3)4(H 0),Iclo, /CO NN | cio;
NSy HN | N\ Ny
Col(NH,),(H,0),]C10,  + 2NaN{ | ——— N, N
=C—NO, N=CNO,

Rysunek 5. Schemat syntezy i struktura BNCP
Figure 5.  Scheme of synthesis and structure of BNCP

Otrzymano i zbadano takze inne kompleksowe chlorany(VII) tetraaminatow
kobaltu(III) z tetrazolami podstawionymi w pozycjach 5 oraz 1 i 5 (Rys. 6) [23, 24].
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Y R
R 5 R, )
Zwiazek
Parametr — — -
R:CH3 R:H RL*H R]:NHZ R17CH3
R,=NH, | R,=NH, | R,=NH,
Gestosc, g/cm3 1,86 1,75 1,90 1,85 1,90
Predkos¢ detonacji, m/s 6900 6800 7100 7300 7500
Temperatura rozktadu,°C 239 252 238 233 234
Wrazliwos¢, % wybuchow, (2 kg z 25 cm) 64 - 10 32 8
Minimalny fadunek inicjujacy heksogen, g 0,45 0,30 0,40 0,35 0,15

Rysunek 6. Struktura i wtasciwosci wybranych kompleksowych chloranow(VII) kobaltu(III)
Figure 6. Structure and properties of chosen complex cobalt(III) chlorates(VII)

Analizy termiczne zwiazkow o strukturze przedstawionej na Rys. 6 potwier-
dzily, ze sa wystarczajaco trwale. Ich szybki rozktad rozpoczyna si¢ w temperatu-
rach wyzszych od 230°C, a warto$¢ energii aktywacji jest w kazdym przypadku
wigksza niz 200 kJ/mol [3]. Pierwszy etap termolizy polega na uwolnieniu jednej
czasteczki amoniaku, co prowadzi do destrukcji kompleksu. Nastepnie rozktadowi
i utlenieniu jonami ClO, ulegaja ligandy tetrazolowe. Wieloetapowy charakter roz-
ktadu i nizsze parametry detonacyjne sprawiaja, ze zdolno$¢ inicjujaca tych zwiaz-
kow jest kilkakrotnie mniejsza niz w przypadku BNCP.

Talawar i in. [25] opisali syntezg, strukturg i wlasciwosci wybuchowe chlora-
now(VII) di(5-nitrotetrazolo-N?)tetraaminaniklu(III) oraz (5-nitrotetrazolo-N?)triami-
namiedzi(Il) i cynku(Il). Wrazliwos$¢ na uderzenie (6 J), tarcie (30 N) i ogrzewanie
(poczatek rozktadu w ok. 270°C) ztozonych soli niklu i miedzi sg zblizone do odpo-
wiednich parametrow BNCP. Kompleks cynku ulega rozktadowi juz w 120°C i nie
moze by¢ brany pod uwagg jako kandydat na IMW.

5-Nitrotetrazolan rteci(Il) Hg(N,C-NO,), ma wigksza zdoIno$¢ inicjujaca niz
azydek otowiu [26]. Jest przy tym odporny na oddzialywanie wilgoci i ditlenku wegla
oraz charakteryzuje si¢ matgq wrazliwos$cia na tarcie (50 N). Moze by¢ stosowany
w splonkach detonacyjnych dziatajacych od ptomienia, poniewaz w odroéznieniu od
azydku otowiu jest dostatecznie wrazliwy na ten rodzaj bodzca.

Wdrazanie przyjaznych srodowisku naturalnemu materiatow i technologii staje
si¢ coraz bardziej palaca potrzeba takze w dziedzinie materialow wysokoenerge-
tycznych. Kandydatow na nowe, tzw. ,,zielone” IMW, poszukuje si¢ wsrod orga-
nicznych azydkoéw, zwiazkdéw heterocyklicznych zasobnych w azot oraz zwiazkdéw
koordynacyjnych. Ta ostania grupa jest szczegdlne eksplorowana, poniewaz ich syn-
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teza jest stosunkowo prosta, przebiega w srodowisku wodnym i nie generuje tok-

sycznych odpadow.

Kompleksowe aniony: [Fe(NT);(H,0);]"  oraz [Fe(NT)6]4'
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Zwiazek
Parametr
NH4[Fe(NT);(H20)s] | Na[Fe(NT);(H20)s] | Pb(N3).
Gestosé, g/em® 2,2 2,2 4.8
Predkosé detonacji, m/s 7700 - 5500
Temperatura rozktadu, °C 255 250 315
Wrazliwos$¢ na wytadowanie elektryczne, J >0,36 >0,36 0,005
Wrazliwos$¢ na tarcie, N 28 0,2 0,06

Rysunek 7. Struktura i wlasciwosci kompleksowych soli zelaza(Il) — nowoczesnych IMW

Figure 7.

Structure and properties of complex iron(Il) salts — novel primary explosives

Na przyktad, Huynh i in. [27-30] opublikowali ostatnio wyniki dtugoletnich
badan, ktére zakonczyly si¢ odkryciem kilku interesujacych IMW w grupie ztozo-
nych soli zelaza(Il) i miedzi(Il) z anionami S-nitrotetrazolu i ré6znymi kationami,
zardwno nieorganicznymi jak i organicznymi (Rys. 7). Autorzy podkreslaja poten-
cjalna mozliwos$¢ zastapienia nie tylko toksycznych zwiazkoéw olowiu i rteci, ale
takze mato trwalych organicznych IMW (np. tetrazenu). Zmieniajac, bowiem, ilo$¢
ligandow tetrazolowych i rodzaj kationu mozna uzyska¢ zwiazki o wrazliwosci



206 S. CUDZILO, M. NITA

i parametrach detonacyjnych (rosna wraz ze zwigkszeniem ilo$ci anionéw 5-nitro-
tetrazolu [30]) doktadnie dopasowanych do konkretnych zastosowan. Ponadto pro-
ponowane substancje spetniaja wszystkie kryteria stawiane nowoczesnym IMW, tzn.
sa odporne termicznie przynajmniej do 200°C, pewne w dziataniu, ale jednocze$nie
bezpieczne w uzytkowaniu, dostatecznie trwate chemicznie i fizycznie oraz nie zawie-
raja toksycznych sktadnikow (metali cigzkich, jonow chloranowych).

W pracy [31] zaproponowano wykorzystanie bis-tetrazoli: 5,5’-bis-1H-tetra-
zolu (BT) oraz N,N-bis(1(2)H-tetrazol-5-yl)-aminy (BTA) (Rys. 8) jako sktadnikoéw
mieszanin gazotworczych oraz ligandow w zwiazkach kompleksowych metali przejs-
ciowych.

BTA ma szczegolnie interesujace wiasciwosci kompleksotworcze, poniewaz
moze by¢ koordynowany przez metale w trzech postaciach: jako ligand obojgtny
lub formie anionowej, mono- (BTA") oraz dideprotnowanej (BTAZ"). Ponadto jest
ligandem chelatowym (didentnym) i w zwiazku z tym umozliwia tworzenie zwiaz-
kéw koordynacyjnych o strukturze polimerycznej. W polaczeniu z wiasciwym dobo-
rem pozostatych elementow sktadowych, pozwala to zmienia¢ wiasciwosci fizyko-
chemiczne i wybuchowe w szerokim zakresie.

Na przyktad, w wyniku reakcji BTA z kationami Cu** w wodnym roztworze
amoniaku, prowadzonej w roznych warunkach, otrzymano zwiazki o sktadzie
Cu(BTA)(NH,),, Cu(BTA)(NH,),'H,O oraz (NH,),Cu(BTA),2,5H,0. W cytowa-
nej pracy przedstawiono strukture pierwszych dwoch kompleksow, a pierwszy i trzeci
scharakteryzowano pod wzgledem wybuchowym.

H
N
N N ™
c—C i
N 7 \N/N
BT H
H
N N N
T N . A NT\H
C-N_ . 1O c-N (5 c-N
~. .7 =N -H N7 N =N -H* N>/ N
N ? ) h CTN, < N —\
+ N +
HN_ H-l\,I\ Za I\,IQ//N
BTA N BTA" N BTAZ N

Rysunek 8. Struktury bis-tetrazoli — wysokoenergetycznych ligandow w kompleksowych IMW
Figure 8. Structures of bis-tetrazoles — highly energetic ligands of complex primary explosives

Otoczenie koordynacyjne kationu miedzi w Cu(BTA)(NH,), przedstawiono na
Rysunku 9. Kompleks ma ksztatt zdeformowanej piramidy tetragonalnej, ktorej pod-
stawe stanowia dwa atomy azotu BTA (1 1 9) oraz dwie czasteczki amoniaku. Piaty,
wierzcholkowy, atom azotu (3”) nalezy do innej czasteczki BTA, bedacej ligandem
kolejnego kationu Cu?". To oznacza, ze omawiany zwiazek jest polimerem koordy-
nacyjnym, w ktorym mostek stanowi jeden z pierscieni tetrazolowych BTA.
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Rysunek 9. Otoczenie koordynacyjne Cu** w [Cu(BTA)(NH,),],
Figure 9.  Coordination environment of the Cu*" ion in [Cu(BTA)(NH,),],

[Cu(BTA)(NH,),]  jest matowrazliwym materiatem wybuchowym. Ulega szyb-
kiemu rozktadowi dopiero po przekroczeniu 250°C, a energia aktywacji wynosi
ok. 196 kJ/mol. W standardowych probach wrazliwo$ci na uderzenie i tarcie, nie
udato si¢ zainicjowa¢ jego rozkladu nawet przy najwyzszych mozliwych obciaze-
niach (40 J, 360 N).

Wysokoenergetyczne kompleksowe chlorany(VII) kobaltu(IIT) i miedzi(II) otrzy-
mano wykorzystujac w roli ligandu znany z zastosowan medycznych 1,5-pentame-
tylenotetrazol (corazol) [32-34] (Rys. 10).

Co(NH,), N (€10, CulN (€10,),
\\ /N \\ /N
N N 4

Rysunek 10. Zwiazki kompleksowe zawierajace 1,5-pentametylenotetrazol jak ligand
Figure 10.  Complex compounds containing 1,5-pentamethlenetetrazol as a ligand

Wybitnie ujemny bilans tlenowy dichloranu(VII) tetra(1,5-pentametylenotetra-
zol)-miedzi(Il) sprawia, Ze nie ma wtasciwosci inicjujacych. Proponowany jest jako
katalizator procesu spalania ztozonych paliw rakietowych zawierajacych chloran(VII)
amonu [33]. Trichloran(VII) (1,5-pentametylenotetrazol)pentaaminakobaltu(I1I)
detonuje z maksymalna predkoscia ok. 7000 m/s i jest wzglednie bezpiecznym IMW
(wrazliwo$¢ na uderzenie ok. 5 J, tadunek inicjujacy heksogen ok. 0,4 g).

Proste i ztozone sole metali i (N-nitroamino)tetrazoli sa z reguly efektywnymi
IMW. Jest wynik wysokiej dodatniej wartosci entalpii tworzenia tego ligandu.
W pracy [3] zbadano wptyw pozycji grupy N-nitroaminowej w pierscieniu tetrazolu
na wlasciwosci inicjujace soli srebrowych (Rys. 11)



208 S. CUDZILO, M. NITA

H\ , NNO, H\ O,NN O,NN ,CH,
C—N C=N C—N C—N
Ag I\g/ \N Ag| / \ Ag, / \ Ag // \
~ 2 N% /N—NNOZ N\ //N N\ //N
N N N

Rysunek 11. Struktury badanych soli srebrowych N-nitroaminotetrazoli
Figure 11.  Structures of the tested silver salts of N-nitroamminotetrazoles

Zdolnos¢ inicjujaca zwiazkéw 1-4 (Rys. 9) oszacowano poprzez wyznaczenie
masy tadunku niezbe¢dnej do zainicjowania wybuchu heksogenu. Ustalono, ze masa
ta zalezy od pozycji grupy N-nitroaminowej i zmienia si¢ w nastgpujacym stosunku:

(2):(1):(3):(4) = 1:5:60:120.

Zwiazki kompleksowe zawierajace 1- i 2-(N-nitroamino)tetrazol charaktery-
zuja si¢ zdecydowanie krotszym czasem przejscia palenia w detonacjg niz ich izo-
mery podstawione w pozycji 5 (atom wegla). Analiza widm masowych odpowied-
nich soli amonowych pozwolita stwierdzi¢, ze przyczyna tego stanu rzeczy sa roznice
w strukturze i reaktywnos$ci produktéw poczatkowych etapow rozktadu tych izome-
row. W przypadku N-podstawionych tetrazoli w produktach obserwowano nawet
30-krotnie wigkszy udziat ditlenku wegla. Proporcjonalnie wigksza jest tez ilos¢
uwalnianego ciepta, a to przy$piesza rozwoj procesu detonacji [3, 50].

Ilyshiniin. [35-39] otrzymali i zbadali szereg kompleksowych chloranéw(VII)
rtgci(Il) z hydrazynowymi pochodnymi azoli, w tym 5-hydrazynotetrazolem
(Rys. 12).

N—N N—N

o\ AN aHco, AL
Hg(CH,C00), , N_ N, — |HaN_ N, (Cl0,), + 2CH,COOH
N H N H
|
H

|
H

Rysunek 12. Schemat syntezy dichloranu(VII) (5-hydrazynotetrazol)rteci(Il)
Figure 12.  Scheme of synthesis of dichlorate(VII) (5-hydrazinotetrazole)mercury(II)

Dichloran(VII) (5-hydrazynotriazol)rteci(Il) ma dodatni bilans tlenowy
(+12,8%), detonuje z maksymalna predkoscia ok. 6000 m/s, a minimalny tadunek
inicjujacy heksogen ma mase zaledwie 15 mg. Jego podstawowa zaleta jest jednak
ekstremalnie duza wrazliwo$¢ na promieniowanie laserowe o dtugosci fali 1,06 mm
— progowa gestos¢ energii pojedynczego impulsu o czasie trwania 30 ns wynosi
ok. 5 mJ/cm? [39].

Rownie wysoka podatnos$cia na rozktad pod wptywem promieniowania lasero-
wego charakteryzuja si¢ zwiazki kompleksowe innych metali z bloku d, szczegolnie
tych o wysokim potencjale jonizacji. Dotychczas najdoktadniej zbadano dichlo-
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ran(VII) (1-amino-5-hydrazynotetrazol)miedzi(Il) oraz kompleksowa s6l srebra
z 5-aminotetrazolem i unikalnym anionem — deprotonowanym amidem kwasu chlo-
rowego(VII) (Rys. 13) [39].

N—N N—N
I _NH, Iy _NH,
Cu|N N €10y, |AgN N NCIO,
N H ~ H
N N
NH, ) H

Rysunek 13. Struktury zwiazkow kompleksowych ekstremalnie wrazliwych na promieniowanie laserowe
Figure 13.  Structures of coordination compounds extremely sensitive to laser radiation

Mechanizm inicjowania zwiazkow kompleksowych promieniowaniem lasero-
wym nie jest do konca rozpoznany. W wielu pracach po§wigconych temu zagadnie-
niu stawia si¢ hipoteze (niesprzeczng z wynikami eksperymentow), ze rozklad roz-
poczyna si¢ w wyniku deformacji sieci krystalicznej w otoczeniu optycznych nie-
jednorodnosci o mikrometrowych wymiarach (w tzw. laserowo generowanych gora-
cych punktach) [40].

2. KOMPLEKSOWE INICJUJACE MATERIALY WYBUCHOWE
ZAWIERAJACE POCHODNE TRIAZOLI

1,2,4-Triazol i jego pochodne sa niemal rownie czgsto jak tetrazole wykorzy-
stywane w roli ligandow w wysokoenergetycznych zwiazkach kompleksowych. Zaw-
dzigczaja to swej budowie, a szczegolnie obecnosci az trzech donorowych atoméw
azotu w pierscieniu. Dzigki temu triazole maja mozliwos$¢ tworzenia kompleksoéw
wielordzeniowych, w ktorych czasteczka ligandu stanowi facznik pomigdzy centrami
koordynacji (Rys. 14). Mostki moga mie¢ rozne geometrie, zaleznie od pozycji ato-
mow donorowych w pierscieniu, rodzaju i stopnia jego funkcjonalizacji oraz liczby
koordynacyjnej i potencjatu jonowego metalu [41].

R
N4 \\N_N//
S sl D
/ - \?N—N\\7 ~
M M
AN

Rysunek 14. Schemat koordynowania triazoli i geometria potrjnych mostkow triazolowych
Figure 14.  Scheme of coordination modes of triazoles and the geometry of triple triazole bridges
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Preferowanym sposobem koordynowania 1,2,4-triazoli (szczegdlnie podstawio-
nych w pozycji 4) jest ich potaczenie z dwoma kationami metalu przejsciowego
poprzez atomy azotu w pozycjach 11 2, co prowadzi do utworzenia polimeru koor-
dynacyjnego z potrojnymi mostkami triazolowymi (Rys. 14).

W przypadku triazoli z duzymi objgtosciowo podstawnikami w pozycjach 3 lub
5, jeden lub dwa ligandy triazolowe moga by¢ zastapione przez anion mostkujacy,
np. F~, ClI, NCS~ [42].

Pod koniec lat 70. XX w. Lavrenova i in. wykorzystali po raz pierwszy 4-ami-
no-1,2,4-triazol (4-AT) jako ligand w kompleksowych azotanach(V) i chloranach(VII)
metali przejsciowych (Co, Ni, Cu, Zn, Cd), ktore badano ze wzgledu na ich ciekawe
wiasciwosci magnetyczne [43]. Atrakcyjno$¢ 4-AT jako sktadnika nadajacego wias-
ciwo$ci wybuchowe to odkrycie ostatnich lat [44]. Wsrod jego zalet nalezy przede
wszystkim wymieni¢ duza zawarto$¢ azotu (66,6%), dodatnia wartos$ci entalpii two-
rzenia (318 kJ/mol [7]), ale jednocze$nie zadawalajaca trwalos¢ (rozktad powyzej
250°C). Ponadto moze tworzy¢ jedno- i wielordzeniowe zwiazki koordynacyjne.

Znane sa, na przyklad, trzy rozne sole kompleksowe miedzi(Il) z 4-AT [45].
Jednym z nich jest polimer koordynacyjny {[Cu(C,H,N,),](CIO,),} o strukturze
przedstawionej na Rys. 15.

clo, co, [ co; |
NH, NH,
<7 <7
N-N N-N
\ 2+/ \ 2+// \2+/
>Cu — N N/Cu\\N—N/Cu<
) ) /
N N
NH, NH,
N-N N-N
ANe > Q>
D D
NH NH
Clo, ? clo,” ’ 1o,
L —'n

Rysunek 15. Polimeryczna struktura chloranu(VII) u-tri(4-amino-1,2,4-triazol)miedzi(1I)
Figure 15.  Polymeric structure of u-tri(4-amino-1,2,4-triazole)copper(Il) chlorate(VII)

W pracy [44] podano doktadny przepis syntezy tego zwiazku oraz przedsta-
wiono wyniki badan wtasciwosci wybuchowych. Stwierdzono, Ze z tatwoscia deto-
nuje od ptomienia, charakteryzuje si¢ przy tym wysoka odpornoscia termiczna (do
ok. 310°C), wzglednie mata wrazliwo$cia na tarcie (10 N) i duza zdolnoScia inicju-
jaca (graniczny tadunek niezbgdny do pobudzenia prasowanego pentrytu ma masg
ok. 200 mg). Predkos$¢ detonacji tego IMW w tadunkach o gestosci ok. 1,4 g/em?
wynosi 6500 m/s.
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Korzystne potaczenie wlasciwosci uzytkowych jest wynikiem wlasciwego
wyboru elementéw sktadowych {[Cu(C,HN,),](CIO,),} . Kation miedzi Cu** obda-
rzony jest najwigkszym potencjalem jonowym (stosunek tadunku jonu do jego pro-
mienia) sposrod dwuwartosciowych kationow metali przejsciowych z czwartego
okresu i dlatego tworzy w tej grupie najtrwalsze kompleksy. Jednocze$nie przyspie-
sza poczatkowe etapy rozktadu (krotka droga rozbiegu detonacji), poniewaz akty-
wuje czasteczki ligandow (L) i aniony ClO, wskutek ich jednoelektronowego utle-
nienia (powstaja reaktywne rodniki) [46]:

Cu*+L—>Cu"+L"
L™ — (L-H)" + H*
2 ClO, + Cu*" — ClIO; + Cu" + CIO,
ClO, + Cu" — CIO; + Cu
(L-H)" + ClO; — produkty utlenienia + energia

Aniony ClO, sa zasobne w aktywny tlen i charakteryzuja si¢ umiarkowana reak-
tywnoscia (standardowy potencjat redox potogniwa CL/ClO, wynosi 1,39 V).
Didentny charakter 4-AT sprzyja duzej trwato$ci kompleksu, bo oderwanie ligandu
wymaga zerwania az dwoch wiagzan.

Nita i in. otrzymali i wstgpnie zbadali zwiazek kompleksowy chlorku miedzi(1I)
z chloranem(VII) 4-amino-1,2,4-triazolu [47]. Wykonano analizy sktadu pierwiast-
kowego, badania spektrofotometryczne w podczerwieni, analizy termiczne oraz bada-
nia wrazliwosci i zdolno$ci inicjowania detonacji w prasowanym pentrycie. Stwier-
dzono, ze otrzymany zwiazek to koordynacyjny polimer, zbudowany z kationow
miedzi powiazanych podwdjnymi mostkami chlorkowymi oraz pojedynczym most-
kiem tworzonym przez chloran(VII) 4-amino-1,2,4-triazolu (chloran(VII) y-(4-ami-
no-1,2,4-triazol)-u -dichloromiedzi(1l)). Nowy zwiazek jest inicjujacym materiatem
wybuchowym o wlasciwosciach wybuchowych zblizonych do wlasciwosci azydku
olowiu

II\IHz I;I I?IHZ Il{
M(NO,) A N\NH Hclo, N N
+ 2 ( Y , ———> | M { Y “NH, | | (cl0
32 \ / (CH,),CHOH \ / 2| | (C10), + 2 HNO,
N—N N—N 5

M = Cu2*, Co?*, NiZ*, Cd2+

Rysunek 16. Schemat syntezy i budowa komplekséw metali z 3(5)-hydrazyno-4-amino-1,2,4-triazolem
Figure 16. Scheme of synthesis and structure of metal complexes with 3(5)-hydrazino-4-ammino-1,2,4-tria-
zole
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Innym interesujacym ligandem jest 3(5)-hydrazyno-4-amino-1,2,4-triazol (HAT)
[48-52]. Zwiazki kompleksowe z jego udziatem charakteryzuja si¢ szczeg6lnie duza
wrazliwoscia na promieniowanie laserowe. Otrzymuje si¢ je wprowadzajac roztwor
azotanu odpowiedniego metalu w propan-2-olu do roztworu HAT i kwasu chloro-
wego(VII) w tym samym rozpuszczalniku (Rys. 16) [48].

Szybki rozktad kompleksowych chloranow(VII) miedzi, kobaltu, niklu i kadmu
z 3(5)-hydrazyno-4-amino-1,2,4-triazolem rozpoczyna si¢ powyzej 230°C. Jedynie
termoliza [Cu(HAT),](ClO,), zachodzi w jednym etapie i ma charakter wybuchowy.
Autorzy przypisuja to katalitycznemu dziataniu kationu miedzi.

Badania wrazliwo$ci na promieniowanie laserowe polegaty na o§wietlaniu pra-
sowanych probek IMW pojedynczym, 30-ns impulsem o dtugosci fali A= 1,06 mm
i $rednicy wiazki 0,5 mm. Wyznaczano progowa warto$¢ energii promieniowania
(E,) skutkujacej zainicjowaniem detonacji [48, 52]. Wyniki pomiaréw przedsta-
wiono w Tabeli 1.

Stwierdzono, ze wszystkie badane zwiazki maja wtasciwos$ci inicjujace i mozna
jeuznaé za wrazliwe na promieniowanie lasera Nd. YAG. Wrazliwos¢ jest tym wigksza
im wyzsza jest suma potencjatow jonizacji metalu, czyli im silniejsze wtasciwosci
utleniajace ma jego kation. Wynik ten potwierdza sugerowany wczes$niej mecha-
nizm katalitycznego dziatania miedzi na poczatkowe etapy rozktadu wybuchowych
zwiazkow kompleksowych [46].

Tabela 1. Wrazliwo$¢ [M(HAT),](C1O,), na promieniowanie laserowe
Table 1. Sensitivity of [M(HAT),](CIO,), to laser radiation

. Suma potencjatéw jonizacji metalu
Zwiazek Eq, ] I+ L. eV
(Cu(HAT),](ClO4), 1,10 x 107 28,02
(Cd(HAT),](ClO4), 5,03 x 10 25,90
(Ni(HAT),](ClO4)> 5,75 x 10 25,78
(Co(HAT),](ClO4), 1,36 x 107 24,92

Swiatloczutymi materiatami wybuchowymi sa takze dichlorany(VII) rteci(II)
z r6znymi pochodnymi 1,2,4-triazolu [3]. Poza HAT w roli ligandow wykorzystywa-
no 5-hydrazyno-1,2,4-triazol, 3-hydrazyno-4-amino-5-metylo-1,2,4-triazol, 3-hydra-
zyno-4-amino-5-merkapto-1,2,4-triazol. Substratami w syntezie tych zwiazkéw byty
octan rtegci(Il) i roztwor odpowiedniego ligandu (n = 1 lub 2) w rozcieficzonym
kwasie chlorowym(VII).

Hg(CH,COO0), + nL + 2HCIO, — [Hg(L) J(CIO,), + 2CH,COOH

Impuls promieniowania (A= 1,06 mm) o energii 0,2 J, $rednicy wiazki 1 mm
i czasie trwania 2 ms powoduje natychmiastowa przemiang, ktora tylko w jednym
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przypadku (triazol z podstawnikiem metylowym) zakwalifikowano jak gwattowne
spalanie. Pozostate zwiazki ulegaja w tych warunkach detonacji [3].

Liu i in. [53] otrzymali oraz wyznaczyli strukture trzech nowych zwigzkow
kompleksowych miedzi(Il), w ktorych liganadami sa jednoczes$nie aniony azydkowe
i pochodne triazolu: 4-amino-3,5-dimetylo-1,2,4-triazol (admtrz), 4-amino-3,5-bis(4-
pirydyno)-1,2,4-triazlol (abptrz) oraz 4-(2-pirydyno)-1,2,4-triazol (ptrz). Zwiazkom
tym przypisano nastgpujace wzory: (1) [Cu,(admtrz),(N,),] , (2) [Cu(abptrz)-
(N,),],2nH,0 oraz (3) [Cu,(ptrz),(N,)] . Wszystkie sa polimerami koordynacyj-
nymi, przy czym zwiazki (1) 1 (3) maja budoweg liniowa, natomiast zwiazek (2) two-
rzy trojwymiarowa sie¢, w ktorej kationy Cu?" polaczone anionami azydkowymi
w kwadraty stanowig plaszczyzny, a te z kolei tacza si¢ migdzy soba poprzez czas-
teczki 4-(2-pirydyno)-1,2,4-triazolu. Tylko zwiazki (1) i (3) moga mie¢ wlasciwosci
inicjujace, poniewaz ulegaja jednoetapowemu, wybuchowemu rozktadowi w tempe-
raturach wynoszacych odpowiednio 180 i 170°C (maksimum piku rozktadu). Pod-
czas ogrzewania probki zwiazku (2) usuwane sg dwie czasteczki wody, a rozktad
pozostatosci zachodzi w dwoch etapach i jest stosunkowo powolny [53].

3. KOMPLEKSOWE INICJUJACE MATERIALY WYBUCHOWE ZAWIE-
RAJACE HYDRAZYNE

Hydrazyna jest silnym reduktorem o dodatniej entalpii tworzenia (50,6 kJ/mol)
1 zawiera ponad 87% azotu. Jej czasteczka moze by¢ koordynowana przez wiele
metali jako mono- i didentny ligand. Dzigki temu jest czgstym sktadnikiem wysoko-
energetycznych zwiazkoéw kompleksowych [54-59].

Najwazniejszym inicjujacym materiatem wybuchowym z tej grupy jest bez wat-
pienia diazotan(V) trihydrazynaniklu(Il) (NiHN) [2]. Zwiazek ten jest znany od kilku-
dziesigciu lat, jednak jego zalety jako IMW zostaty dostrzezone i docenione dopiero
pod koniec XX w. [54].

NiHN otrzymuje si¢ w wyniku reakcji azotanu niklu(Il) z hydrazyna w $rodo-
wisku wodnym. Roztwory reakcyjne nie zawieraja zadnych niepotrzebnych jonow,
a zatem moga by¢ uzywane wielokrotnie.

Ni(NO,),6H,0 + 3N,H,-H,0 — [Ni(N,H,),J(NO,),| + 9H,0

Wiasciwie dobierajac temperature mieszaniny reakcyjnej (zwykle ok. 65°C)
1 stezenia substratow (8% roztwor Ni(NO,), 1 80% roztwor N,H,) mozna uzyskac¢
produkt w formie sferoidalnych krystalitow o srednicy powyzej 80 um i duzej ggs-
tosci usypowej (ok. 0,9 g/cm?).

NiHN jest odporny na promieniowanie stoneczne i nie reaguje ze sktadnikami
atmosfery. Nie ulega hydrolizie nawet po tygodniu przechowywania pod woda
o temperaturze 60°C. Rozcienczone wodne roztwory kwasow i zasad powoduja jego
szybki rozktad, a stezone kwasy inicjuja wybuch. Nie stwierdzono braku zgodnosci
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kontaktowej NiHN z glinem, miedzia i zelazem. Jego wrazliwo$¢ na wytadowania
elektrostatyczne i bodzce mechaniczne (50% pobudzen przy energii uderzenia ok.
17 J) jest duzo mniejsza niz w przypadku klasycznych IMW. Jedynie odpornosé¢
termiczna NHN budzi zastrzezenia — w temperaturze 170°C czas indukcji wybuchu
jestrowny 5 s (345°C w przypadku Pb(N,),).

Ciepto wybuchu NiHN wynosi ok. 4240 kJ/kg. W fadunkach o ggstosci 1,7 g/em?
detonuje z predkoscia 7000 m/s. Aby zainicjowaé prasowany pentryt, wystarczy
uzy¢ tadunku NiHN o masie 150 mg. Oznacza to, ze pod wzgledem parametrow
detonacyjnych NHN przewyzsza obecnie stosowane IMW [54].

Wykorzystujac przepis syntezy podany w pracy [54], Chhabra i in. [55] otrzy-
mali i zbadali NiHN oraz analogiczng so6l kobaltu(Il) — triazotanu(V) trihydrazyna-
kobaltu(Il) (CoHN). Ogrzewanie NiHN z szybkos$cia 5°C/min. skutkuje wybuchem
w temperaturze ok. 220°C, natomiast CoHN rozktada si¢ w dwoch etapach, uwal-
niajac najpierw hydrazyne¢ (185°C), a nastgpnie tlenki azotu. Proces termolizy byt
monitorowany poprzez wykonywanie widm w podczerwieni probek ogrzewanych
w roznych temperaturach. Stwierdzono, ze intensywnos$¢ pasm absorpcji wigzan
Ni—N maleje dopiero po przekroczeniu 190°C, a pasma wiazan N-N pozostaja nie-
zmienione do 210°C. W przypadku CoHN obserwowano podobne zmiany widma
IR, ale nastgpowaty one w nizszych temperaturach (poczawszy od 140°C). Oznacza
to, iz pierwszym etapem rozktadu jest zerwanie wiazan koordynacyjnych metal—
azot. Odporno$¢ termiczna badanych zwiazkéw koreluje ze zmianami wartosci dru-
giego potencjalu jonizacji niklu i kobaltu (odpowiednio 18,21 17,3 eV).

W cytowanej pracy potwierdzono, ze NiHN jest bezpiecznym inicjujacym mate-
riatem wybuchowym, ktory moze by¢ stosowany w formie czystej lub w mieszani-
nach, w tym z utleniaczami, paliwami albo dodatkami uwrazliwiajacymi, np. AgN..
tor w stalych ztozonych paliwach rakietowych.

Wojewddkaiin. [56] wyznaczyli energetyczne charakterystyki dziesigciu kom-
pleksowych chloranow(VII) i azotanow(V) metali przejsciowych (Cu, Co, Ni, Hg,
Cd, Cr, Zn) z hydrazyna lub etylenodiaming w roli ligandow. Badania polegaty na
pomiarze parametrow fal uderzeniowych w wodzie generowanych wybuchem deto-
natoréw zawierajacych 0,2, 0,5 lub 0,7 g testowanego zwiazku (tadunek wtorny)
oraz 0,3 g azydku otowiu (tadunek pierwotny).

Energia wybuchu kompleksow z hydrazyna maleje w szeregu: [Ni(N,H,),](NO,),
> [Cr(N,H,),](CIO,), > [Co(N,H,),](NO,), > [Cd(N,H,),](ClO,), > [Cd(N,H,),]-
(NO,), > [Zn(N,H,),](NO,),. Porownujac badane zwiazki z klasycznymi KMW
stwierdzono, ze ekwiwalent heksogenowy soli niklu i cynku wynosi odpowiednio
ok.961 71%. [Ni(N,H,),](NO,), i [Cr(N,H,),](CIO,), przewyzszaja trotyl pod wzglg-
dem parametréw detonacyjnych [56].

W ostatnich latach otrzymano wybuchowe zwiazki koordynacyjne zawierajace
mieszane ligandy, w tym aniony azydkowe, ktorych obecno$¢ w strukturze sprzyja
wysokim parametrom detonacyjnym kompleksu, ale zwykle jest tez przyczyna braku
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trwatos$ci i nadmiernej wrazliwo$ci [57]. Liu i in. opisali syntezg, strukture i wlasci-
wosci koordynacyjnego polimeru [Cd(N,H,),(N,),] . Zwiazek ten ma ztozona prze-
strzenna strukture, w ktorej kationy Cd*" sa potaczone mostkami azydkowymi typu
u-1,11 u-1,3 oraz mostkami hydrazynowymi u-1,2.

Pomimo obecnosci grup azydkowych zwiazek jest stosunkowo trwaly i charak-
teryzuje si¢ mata wrazliwoscia na bodzce inicjujace. Podczas ogrzewania z szyb-
koscig 10°C/min., rozktad [Cd(N,H,),(N,),] rozpoczyna si¢ w temperaturze ok.
150°C i polega na utracie dwoch czasteczek hydrazyny. Dalsza dekompozycja zacho-
dzi w dwoch etapach z uwolnieniem najpierw dwoch (180-215°C), a nastepnie czte-
rech czasteczek azotu (215-290°C). Potwierdzono to rejestrujac ubytki masy probki
po kolejnych etapach rozktadu oraz analizujac ich widma w podczerwieni. Probka
ogrzewana do 180°C nie zawiera pasm charakterystycznych dla grupy aminowe;j,
obecne sa natomiast pasma drgan ligandow azydkowych. Energia aktywacji rozktadu
ma warto$¢ ok. 101 kJ/mol.

Autorzy pracy [58] otrzymali diazydek dihydrazynaniklu(Il) w wyniku reakcji
azotanu, siarczanu lub octanu niklu(Il) z hydrazyna i azydkiem sodu przebiegajace;j
w roztworze wodnym, w temperaturze 55-60°C. Najwigksza wydajnos¢ (ok. 90%)
uzyskano stosujac octan niklu:

Ni(CH,COO),-4H,0+ 2NaN, + 2N,H,-H,0 — [Ni(N,H,),JN,),4
+2CH,COONa + 6H,0

[Ni(N,H,),](N,), ulega szybkiemu rozktadowi powyzej 165°C, uwalniajac
kolejno hydrazyng i azot. Jest zwiazkiem o wysokich parametrach detonacyjnych —
w tadunkach o gestosci ok. 1,5 g/cm? detonuje z predkoscia 5420 m/s. Dzigki temu
minimalny tadunek [Ni(N,H,),](N,), niezbgdny do zainicjowania heksogenu ma masg
zaledwie 50 mg (podobnie jak azydek otowiu) [58]. Wysoka zdolno$¢ inicjujaca
w potaczeniu z mata wrazliwo$cia na ptomien i uderzenie, czyni go szczegdlnie
interesujacym IMW.

Metody syntezy koordynacyjnych zwiazkoéw metali z grup litowcow i berylow-
coéw z hydrazyna i anionem trinitrometylowym opatentowano w 1964 r. [59]. Ze
wzgledu na duza zawarto$¢ tlenu proponowano ich wykorzystanie (a szczegolnie
[Li(N,H,),JC(NO,), 1 [Mg(N,H,)](C(NO,),),) jako utleniaczy w ztozonych paliwach
rakietowych. Substancje te topia si¢ z rozktadem w temperaturach z przedziatu
50-150°C i sa wrazliwymi materiatami wybuchowymi (wrazliwos¢ soli magnezu

......

ce, ale niedostateczna trwato$¢ ogranicza mozliwosci ich zastosowan w roli IMW.
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4. KOMPLEKSOWE INICJUJACE MATERIALY WYBUCHOWE
ZAWIERAJACE KARBOHYDRAZYD

Karbohydrazyd (N,N’-diaminomocznik, H NNHCONHNH,) ma niezwiazane
pary elektronowe na atomach azotu grup aminowych i amidowych oraz atomie tlenu
grupy karbonylowej. W zwiazkach kompleksowych wystepuje jako ligand mono-
i multidentny. Jako didentny ligand jest koordynowany poprzez atom tlenu oraz
atom azotu jednej z grup aminowych (tworzac pigciocztonowe pierscienie) lub przez
atomy azotu obydwu grup aminowych. Moze by¢ tez ligandem tridentnym [60—64].
Woweczas par elektronowych dostarczaja atom tlenu i dwa atomy azotu z terminal-
nych grup NH,. Koordynacja przez atomy azotu grup NH jest mniej prawdopo-
dobna, poniewaz niewiazace elektrony azotu sprzegaja si¢ z elektronami I grupy
karbonylowe;j.

Dzigki chelatowemu charakterowi, karbohydrazyd jest zdolny do tworzenia trwa-
tych zwiazkow kompleksowych z wieloma metalami. Ponadto ma silne wtasciwosci
redukujace (standardowy potencjal redoks ok. 0,8 V), i w zwiazku z tym jest czgsto
wykorzystywany jako sktadnik IMW.

Pionierskie prace dotyczace wybuchowych zwiazkow kompleksowych z udzia-
tem karbohydrazydu zostaty wykonane i opublikowane przez zespot prof. Sindit-
skiego w polowie lat 80. XX w. [46, 62]. Badaniom poddano chlorany(VII) i azota-
ny(V) o ogélnych wzorach: {M[OC(NHNH,),] }(C1O,), i {M[OC(NHNH,),] }-
(NO,),, gdzie M = Ni, Pb, Cu, Cd, Co, Zn, Ba, Ca, Mg, lub Sr.

Wyraznie zaznaczone wlasciwosci wybuchowe maja szczegdlnie kompleksowe
chlorany(VII) miedzi, niklu, kobaltu kadmu i otowiu. Metale te charakteryzuja wyso-
kimi potencjatami jonizacji i wywieraja silne dziatanie katalityczne na poczatkowe
etapy rozktadu zwiazkéw kompleksowych, skracajac tym samym czas niezbedny do
transformacji spalania w wybuch. Anion chloranowy(VII) jest silniejszym utlenia-
czem niz anion azotanowy i dlatego kompleksowe chlorany sa zwykle wrazliwszymi
i efektywniejszymi IMW niz odpowiednie azotany [46].

Najlepsze wiasciwosci uzytkowe jako inicjujacy materiat wybuchowy ma bez
watpienia dichloran(VII) trikarbohydrazydkadmu(Il) {Cd[OC(NHNH,),],}(CIO,),
(KKP) Zwiazek ten wykorzystano w roli tadunku pierwotnego w opatentowanym
w 1996 1. zapalniku elektrycznym [65]. Poréwnanie wlasciwosci KKP, CP oraz azydku
olowiu przedstawiono w Tabeli 2.

Proces spalania prasowanych fadunkéw KKP (gestos¢ ok. 1,6 g/em?, $rednica
ok. 4,0 mm) przechodzi w wybuch na odcinku o dhugosci ok. 2,7 mm, a zatem jest
réwnie skuteczny jak azydek olowiu. Jednoczesnie moze by¢ uznany za bezpieczny
IMW, poniewaz pod wzgledem wrazliwosci przypomina kruszace materiaty wybu-
chowe. Jednoznacznym potwierdzeniem jego zalet sa wyniki badan odpornos$ci deto-
natoro6w na przypadkowe zainicjowanie detonacji. Boczne uderzenie w zapalnik
odwaznikiem o masie 10 kg swobodnie spadajacym z wysokos$ci 1 m nie powoduje
jego zadziatania [65].
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Tabela 2. Wtasciwosci KKP, CP i azydku otowiu
Table 2. Properties of KKP, CP and lead azide

Wiaciwosé KKP CP Pb(N3),

Gesto$é, g/cm’ 1,95 1,85 4.8
Temperatura pobudzenia, °C 350 320 310
Ciepto wybuchu, J/g 3900 3500 1500
Predkos¢ detonacji (m/s) / Gestos¢ tadunku, (g/cm °) 4400/1,1 6280/1,5 5180/4,0
Minimalny fadunek inicjujacy heksogen, g 0,08 - 0,08
Wrazliwo$¢ na uderzenie, J 5,0 5,0 1,0
Wrazliwo$¢ na wyladowanie elektryczne, J 0,35 0,12 0,10

W 2004 r. Talawar i in. [66] doniesli o otrzymaniu chloranéw(VI1I) tri(karbohy-
drazyd)-kobaltu(Il), niklu(Il) i cynku(Il) oraz di(karbohydrazyd)miedzi(Il). Naj-
wigksza wydajno$¢ oraz produkty o wlasciwym ksztalcie czastek i duzej ggstosci
usypowej (ok. 0,9 g/cm?) uzyskano w wyniku zmieszania ok. 20% wodnych roztwo-
réw odpowiednich chloranéw(VII) metali z ok. 10% wodnym roztworem karbohy-
drazydu, w temperaturze 58—60°C.

Wykorzystujac widma w podczerwieni (FT-IR) oraz wyniki pomiarow energii
wigzan (ESCA) stwierdzono, ze w kazdym przypadku karbohydrazyd jest koordy-
nowany poprzez atomy azotu terminalnych grup aminowych.

Kompleksy niklu, cynku i kobaltu mozna uznaé¢ za odporne termicznie i sto-
sunkowo bezpieczne materiaty wybuchowe, poniewaz szybkiemu rozktadowi ule-
gaja w temperaturach wyzszych od 220°C, a ich wrazliwos$¢ na tarcie wynosi ok. 10 N.
W probie Kasta (wrazliwos$¢ na uderzenie) obserwowano 50% skuteczno$¢ pobu-
dzen przy energii uderzenia z przedziatu 10-12 J. Energia aktywacji termicznego
rozktadu tych zwiazkow ma wartos¢ ok. 160 kJ/mol. [Cu(OC(NHNH,),](CIO,),
gwaltownie wybucha juz w ok. 120°C i jest rownie wrazliwy na uderzenie jak azy-
dek otowiu (ok. 2 J). Wiasciwosci inicjujacych pozbawiony jest kompleks cynku,
natomiast sole niklu i kobaltu, poddane dziataniu ptomienia, detonuja w prasowa-
nych tadunkach o masie ok. 0,35 g i sa w stanie zainicjowa¢ detonacje w tetrylu
[66]. Zbyt mata odporno$¢ termiczna i nadmierna wrazliwos¢ kompleksu miedzi
wyklucza jego zastosowanie w roli IMW.

Chunhuaiin. [67] otrzymali, poza chloranami(VII) tri(karbohydrazyd)kadmu(II)
i niklu(II), takze analogiczny zwiazek manganu(Il), tzn. {Mn[OC(NHNH,),],}-
(ClO,),. Wszystkie zwiazki maja identyczna strukturg i sa inicjujacymi materiatami
wybuchowymi. Zdaniem cytowanych autorow czasteczki karbohydrazydu sa dident-
nie koordynowane, ale nie poprzez terminalne grupy aminowe (jak stwierdzono
we wczesniej omawianej pracy [66]), lecz przez tlen grupy karbonylowej i atom
azotu jednej z grup aminowych. Kation centralny jest wowczas elementem trzech
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trwatych, pieciocztonowych pierécieni, co thumaczy duza stabilnosc¢ tych zwiazkow.
Najmniejsza wrazliwoscia na bodZzce mechaniczne charakteryzuje si¢ kompleks
manganu. Zwiazek niklu zostat uznany za bardzo wrazliwy, co rdwniez jest sprzeczne
z wynikami zawartymi pracy [66].

W 2009 r. Zhang i in. [68] opublikowali wyniki badan zwiazku komplekso-
wego o wzorze: {Mn[OC(NHNH,),],}[C(NO,),],. Jak juz wczesniej wspomniano,
atrakcyjnos$¢ trinitrometanu jest skutkiem duzej zawartosci tlenu, ale mata trwatos¢
ogranicza mozliwos$ci jego zastosowan. Jednak, bedac mocnym kwasem, ma zdol-
no$¢ tworzenia znacznie trwalszych soli zar6wno z metalami jak i zasadami orga-
nicznymi. Jezeli kationem jest zasobny w azot zwiazek organiczny, to powstata sol
stanowi wysokoenergetyczny materiat wybuchowy.

Omawiany zwiazek kompleksowy otrzymano wkraplajac roztwor Mn[C(NO,),],
w 1,2-dichloroetanie do wodnego roztworu karbohydrazydu. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej. Produkt ma posta¢ drobnokrystalicznego, zottego pro-
szku. Monokrysztaty niezbedne do badan rentgenostrukturalnych wyhodowano
w wyniku powolnego zatgzania roztworu poreakcyjnego.

W wyniku analizy dyfraktogramow ustalono, ze kazdy kation manganu tworzy
sze$¢ wigzan koordynacyjnych z trzema atomami tlenu grup karbonylowych i trzema
terminalnymi atomami azotu z trzech czasteczek karbohydrazydu. Czasteczki ligan-
dow i aniony trinitrometylowe sa polaczone w skomplikowana trojwymiarowa sie¢
wielokrotnymi wiazaniami wodorowymi i oddzialywaniami elektrostatycznymi.

Podczas ogrzewania z szybkoscia 10°C/min., probki {Mn[OC(NHNH,),],}-

[C(NO,),], ulegaja szybkiej dekompozycji w temperaturze ok. 154°C. Probka traci
ok. 90% swej masy, a zatem jedynym skondensowanym produktem rozktadu jest
tlenek manganu(Il). Energia aktywacji rozktadu ma zaskakujaco wysoka wartos¢:
ok. 244 kJ/mol. Autorzy cytowanej pracy sa zdania, ze jest to wynik duzej energii
wiazan wystepujacych w strukturze zwiazku. Z tego samego wzgledu charakteryzu-
je si¢ umiarkowana wrazliwos$cia na tarcie i jest niewrazliwy na uderzenie oraz pto-
mien [68].
{[Ca(OC(NHNH,),),(H,0)](NTO),-3,5H,0} [69]. Symbolem NTO oznaczono anion
3-nitro-1,2,4-triazol-5-onu, ktory jest kruszacym materialem wybuchowych o mate;j
wrazliwosci. Wykazuje whasciwosci kwasowe 1 tworzy szereg soli zarowno z ami-
nami jak i ré6znymi metalami, ktore takze sa materiatami wybuchowymi [70, 71].
W cytowanej pracy [69] wykorzystano go po raz pierwszy w roli anionu w zwiazku
kompleksowym.

Potrzebny do syntezy wodny roztwor soli wapniowej NTO otrzymano wprowa-
dzajac weglan(IV) wapnia (0,1 mola) do 1 M wodnego roztworu NTO (0,2 mola).
W nastgpnym etapie wkroplono roztwoér karbohydrazydu (0,3 mola) w 600 ml wody
do otrzymanego wczesniej roztworu Ca(NTO),. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze ok. 60°C. Wytracony produkt odsaczono i wysuszono.
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Struktura molekularna {{Ca(OC(NHNH,),),(H,0)](NTO),-3,5H,0} zostata
wyznaczona w oparciu o widma XRD monokrysztatlow. Potwierdzono, ze kationy
wapnia (LK = 9) sa potaczone podwodjnymi mostkami karbohdrazydowymi w dtu-
gie tancuchy. Kazda czasteczka karbohydrazydu jest tridentnym ligandem, ktory
tworzy — po skoordynowaniu przez dwa sasiednie kationy wapnia — pigciocztonowe
pierscienie stabilizujace cala strukture.

W omawianej pracy nie podano zadnych wlasciwosci wybuchowych otrzyma-
nego zwiazku, jednak duza zawarto$¢ azotu i obecno$¢ NTO w strukturze pozwa-
laja przypuszczaé, ze jest to wysokoenergetyczny materiat wybuchowy. Z tego punktu
widzenia niepozadany jest znaczny udziat stabo zwiazanej wody krystalizacyjnej
w tym zwiazku.

5. KOMPLEKSOWE INICJUJACE MATERIALY WYBUCHOWE
ZAWIERAJACE ALIFATYCZNE POLIAMINY

Alifatyczne poliaminy, podobnie jak karbohydrazyd, sa znanymi chelatowymi
ligandami i moga tworzy¢ trwate zwiazki kompleksowe. Jednak sa stosunkowo rzadko
stosowane jako elementy sktadowe zwiazkéw wybuchowych, poniewaz zawieraja
duzo wegla. Jezeli z jaki§ wzgledow wskazane jest ich uzycie wybiera si¢ najczes-
ciej etylenodiaming (H,NCH,CH,NH,), a ponadto konieczne jest zastosowanie anio-
now bogatych w aktywny tlen. Woéwczas powstaje zwiazek o korzystnym bilansie
tlenowym i wysokich parametrach detonacyjnych.

Ten tok rozumowania wykorzystali autorzy pracy [56]. Jednym z najzasobniej-
szych w energi¢ zwiazkoéw okazat si¢ chloran(VII) bis(etylenodiamina)miedzi(1l).
Analiza wynikow tzw. testu wybuchu podwodnego pozwolita stwierdzié¢, ze zwia-
zek ten dorownuje znanym kruszacym materiatom wybuchowym pod wzgledem
zdolnosci do wykonania pracy. Podobne wtasciwosci maja takze odpowiednie sole
kobaltu rteci i niklu: [Co(C,HN,),](CIO,),, [Hg(C,H,N,),]1(ClO,),, [Ni(C,H,N.,).]-
(ClO,),. Kompleks niklu ma najmniej korzystny bilans tlenowy i w zwiazku z tym
charakteryzuje si¢ najnizszymi warto$ciami mierzonych parametréw energetycznych.

Wysokoenergetycznymi materiatami wybuchowymi sa kompleksowe zwiazki
miedzi(II) i kadmu(IT) zawierajace odpowiednio dwie i trzy czasteczki etylenodia-
miny oraz dwa aniony trinitrometylowe [(C(NO,),]” [72]. Centralny kation miedzi
koordynuje dwie czasteczki etylenodiaminy i dwa aniony trinitrometylowe [Cu(C,H,-
N,),(C(NO,),),]. W przypadku kadmu aniony sa zlokalizowane w zewngtrznej sfe-
rze kompleksu [Cd(C,H,N,),][C(NO,),],. W obydwu zwiazkach czasteczki powia-
zane sg silnymi, wielokrotnymi wigzaniami wodorowymi pomiedzy grupami ami-
nowymi i nitrowymi w trojwymiarows sie¢, co przyczynia si¢ do zwigkszenia stabil-
nosci tej struktury.

Energie aktywacji rozktadu tych zwiazkéw wynosza odpowiednio: ok. 239
1265 kJ/mol, a maksima pikéw rozktadu sa potozone w temperaturach 165 i 242°C
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(technika DSC, szybko$¢ ogrzewania probki 10°C/min.). Obydwa zwiazki sa nie-
wrazliwe na bodzce mechaniczne i umiarkowanie wrazliwe na ptomien [72].

Charakter wybuchowy maja takze kompleksowe diazotany(V) bis(dietyleno-
triamina)-miedzi(Il), niklu(Il) i cynku(Il) [73]. Nie wykazuja jednak wtasciwosci
inicjujacych, poniewaz zawieraja zbyt mato tlenu, a anion azotanowy jest stabszym
utleniaczem niz aniony chloranowe(VII) i trinitrometylowe [46].

PODSUMOWANIE

Zwiazki kompleksowe metali przejSciowych zawierajace ligandy organiczne
o duzej zawarto$ci azotu i aniony kwasoéw tlenowych maja wiele istotnych zalet
jako IMW. Ze wzgledu na obnizong wrazliwosci na bodzce inicjujace sa bezpiecz-
niejsze w produkcji i uzytkowaniu, natomiast pod wzgledem zdolnosci inicjujacej
1 pewnosci dziatania nie ustgpuja obecnie stosowanym IMW. Ponadto sa znacznie
mniej toksyczne, a to oznacza mniejsze zagrozenie dla zdrowia ludzi i czystosci $ro-
dowiska zaréwno podczas ich syntezy jak i pdzniejszego wykorzystywania. Z peina
odpowiedzialno$cia mozna je uznaé za produkty tzw. ,,zielonej” chemii, poniewaz
zazwyczaj otrzymuje si¢ je w srodowisku wodnym i w niskich temperaturach.

Niektore zwiazki koordynacyjne o wiasciwosciach wybuchowych moga by¢
z tatwoscia zainicjowane do detonacji lub spalania za pomoca promieniowania lase-
rowego. Wykorzystuje si¢ je w zaawansowanych technologicznie (najnowszej gene-
racji) $rodkach inicjujacych dzialajacych od promieniowania laserowego oraz do
wytworzenia §wiattoczutych warstw pewnie detonujacych po ich o§wietleniu wiazka
promieniowania generowanego przez niewielkie, przenosne lasery lub nawet diody
laserowe.

PODZIEKOWNIE

Praca naukowa finansowana ze $§rodkéw na nauke w latach 2008-2010 jako
projekt rozwojowy nr O R00 0011 06.
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ABSTRACT

In the last decades, sub- and supercritical water has received continuously increa-
sing attention as a reaction medium. As safe, non-toxic, readily accessible it is used
in chemical synthesis, waste destruction and biomass processing [1-4]. A broad
area of technological and industrial applications of sub- and supercritical water ari-
ses from its physical and transport properties falling between those of a gas and
a liquid. The solvent properties of water can rapidly change with increasing pressure
and temperature [2, 5, 10]. Above the critical point (T, = 647.1 K, P_ = 22.06 MPa)
water becomes highly compressible and diffusive. The static dielectric constant
approaches values characteristic for low-polar solvent (Fig. 5). Contrary to liquid
water at ambient conditions, supercritical water is a poor solvent for ionic species
but is well miscible with hydrocarbons and gases (Fig. 6). The ionic product of
supercritical water can be a few orders of magnitude higher than in ambient water
(Fig. 4) with consequent effect on the kinetics and mechanisms of chemical reac-
tions. By adjustment of thermodynamic conditions one can tune density, viscosity,
polarity or pH of water to the desired solvation properties without any change in the
chemical composition. An alternation in the character of water solvent near and
above the critical point is the consequence of the structural transformations in the
hydrogen-bonded network. As evidenced by many experimental and simulation stu-
dies the average number of hydrogen bonds per molecule and the lifetime of
H-bonds decrease with increasing temperature and decreasing density [2, 10, 19].
With respect to experiment computer simulation plays an equal, and sometimes
pivotal role, in quantitative characterization and understanding of water under extreme
conditions. Precise definition of an H-bond employed in computer simulation
allows one to examine size and topology of clusters of hydrogen-bonded molecules
for various thermodynamic states [17, 19]. Such knowledge is invaluable to link
features of the hydrogen bonding with the macroscopic properties of water [10, 19].

This article provides an overview of three aspects concerning water from am-
bient to supercritical conditions. In Chapter 1 the physical and transport properties
are reviewed. Features of hydrogen bonding and a relationship between the molecu-
lar engagement in hydrogen-bonded clusters and macroscopic properties of water
are discussed in Chapter 2. Chapter 3 focuses on technological and industrial appli-
cations of sub- and supercritical water. The summary concludes on main research
needs.

Keywords: subcritical water, supercritical water, hydrogen bonding, molecular clus-
ters, SCWO

Stowa kluczowe: woda podkrytyczna, woda nadkrytyczna, wiazania wodorowe, kla-
stery molekularne, SCWO
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WPROWADZENIE

W ostatnim dziesigcioleciu obserwuje si¢ ciagly wzrost zainteresowania fizy-
kochemia roztworéw wodnych w wysokich temperaturach i pod wysokimi ci$nie-
niami. Wynika to z szerokiego obszaru zastosowan wody pod- i nadkrytycznej
w energetyce 1 geochemii, w nowoczesnych technologiach unieszkodliwiania Iub
usuwania toksycznych zanieczyszczen oraz z wykorzystania wody nadkrytycznej
w syntezie chemicznej [1-4]. Obszar technologicznego zastosowania wody pod-
1 nadkrytycznej schematycznie zilustrowano na diagramie fazowym przedstawio-
nym na Rysunku 1.
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Rysunek 1. Schematyczny diagram fazowy dla wody z zaznaczonym obszarem zastosowan technologicznych
Figure 1. Schematic phase diagram for water with the depicted area of technological applications

Gloéwna zaleta wody pod- i nadkrytycznej jako rozpuszczalnika jest mozliwos¢
»dostrajania” §rodowiska reakcji do potrzeb. Odpowiedni dobor warunkow ciénie-
nia i temperatury, pozwala uzyskac rozpuszczalnik o okre§lonej polarnosci, lepkosci,
a ponadto, o pozadanych wlasciwosciach kwasowo-zasadowych i roztworczych.
W pracy omoéwiono wpltyw temperatury i ci$nienia na witasciwosci strukturalne
1 dynamiczne wody w kontek$cie zmian zachodzacych w sieci wiazan wodorowych.
Omawiane zalezno$ci sa ilustrowane wynikami symulacji komputerowych wody
w warunkach pokojowych, pod- i nadkrytycznych. Korzystne cechy aplikacyjne wody
w wysokich temperaturach i pod wysokimi ci$nieniami zostaly uwypuklone w roz-
dziale pos§wigconym przegladowi zastosowan w technice, przemysle i ochronie $ro-
dowiska. Rozdzial podsumowujacy przedstawia krotka charakterystyke kierunkow
dalszych badan celem efektywnego wykorzystania wody okoto-krytycznej i racjo-
nalnego planowania nowych technologii.
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1. WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE WODY
W OBSZARACH POD- I NADKRYTYCZNYM

W obszarze wysokich ci$nien i temperatur fizyczne i transportowe wlasciwosci
wody ulegaja zasadniczym zmianom [5, 6]. Szczegodlnie gwaltowne przeobrazenia
mozna zaobserwowac dla temperatur i ci$nien zblizonych do wartosci krytycznych,
T,.=647,1 K, p,_ = 22,06 MPa. W punkcie krytycznym zanika granica pomigdzy
faza ciekla i gazowa, za$ gestosci obu faz wynosza 322 kg'm=. rodtem aktualnych
danych fizykochemicznych na temat wody w réznych stanach termodynamicznych
jest strona internetowa IAPWS (ang. International Association for the Properties of
Water and Steam) (http://www.iapws.org/). Opracowane na podstawie danych
IAPWS przyktadowe zaleznosci ilustrujace wptyw parametrow stanu na wybrane
wlasciwosci wody przedstawiono na Rysunkach 2-5.
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Rysunek 2. Cisnieniowe zaleznosci (A) gestosci wody — p oraz (B) wspotczynnika lepkosci wody — 7 dla
wybranych izoterm w obszarach podkrytycznym (linie) i nadkrytycznym (linie + symbole)

Figure 2.  Density (A) and dynamical viscosity (B) of water as functions of pressure for selected subcritical
(lines) and supercritical temperatures (lines + symbols)
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Charakterystyczng cecha wody w poblizu punktu krytycznego sa duze fluktu-
acje gestosci. Zasigg tych fluktuacji mieszczacy si¢ w granicach 0,5+1 um jest
porownywalny z dtugoscia fali $wiatta widzialnego, co powoduje silna opalescen-
cje. W otoczeniu punktu krytycznego wspotczynnik $cisliwosci izotermicznej wody
jest od dwoch do czterech rzgdow wielkosci wigkszy w poréwnaniu z warunkami
pokojowymi [5, 6]. Duzy wptyw cisnienia na gesto§¢ wody nadkrytycznej jest
widoczny na Rysunku 2A dla izoterm o temperaturach 650 K oraz 673 K. Zalez-
nosci te wyraznie kontrastuja z niewielka zmiana gesto$ci wody w obszarze podkry-
tycznym.

Zmiana gestosci jest wyraznie skorelowana ze zmianami wigkszo$ci wilasci-
wosci wody. Przedstawione na Rysunku 2B zalezno$ci wspotczynnika lepkosci dyna-
micznej od warunkéw termodynamicznych (p oraz 7)) maja charakter bardzo zbli-
zony do zmian gestosci widocznych w cze$ci A. Obnizaniu ggstosci towarzyszy
zdecydowany spadek lepkosci. W otoczeniu punktu krytycznego lepkos$¢ wody jest
o rzad wielkos$ci mniejsza w poréwnaniu z warunkami pokojowymi. Konsekwencja
spadku lepkosci jest wzrost dyfuzyjnosci, co zapewnia szybszy transport masy.

Woda pod- i nadkrytyczna ma bardzo duza pojemno$¢ cieplna — C . Maksima
pojemnosci cieplnej widoczne na Rysunku 3 wielokrotnie przewyzszaja warto$é
75,3 J' K- 'mol™!, charakterystyczna dla warunkéw pokojowych. W otoczeniu punktu
krytycznego, molowa pojemnosc¢ cieplna C, dazy do nieskonczonosci [5, 6].
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Rysunek 3. Wplyw ci$nienia i temperatury na ciepto molowe — Cp dla wody podkrytycznej (573 K, 623 K)
i nadkrytycznej (650 K, 673 K)

Figure 3.  Specific heat capacity CF as function of temperature and pressure for subcritical water (573 K,
623 K) and supercritical water (650 K, 673 K)
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Z uwagi na zastosowania praktyczne, bardzo korzystng wlasciwoscia jest zalez-
no$¢ kwasowosci [7] 1 polarnosci [8] wody od warunkow termodynamicznych.
Cecha ta umozliwia dopasowanie wtasciwosci rozpuszczalnika do wymogoéw pro-
cesOWw technologicznych wylacznie poprzez zmiang cisnienia i temperatury. W warun-
kach pokojowych iloczyn jonowy wody K ma warto$¢ 10°'*, ale dla wody w wyso-
kiej temperaturze i pod wysokim ci$nieniem moze przyjmowacé wartosci o kilka
rzgdow wielkosci wigksze [7]. Zwigkszenie iloczynu jonowego np. do wartosci 1078,
oznacza wzrost stezenia jondéw H" 1 OH™ do 0,1 mmol/kg. Zatem przy odpowiednio
dobranych warunkach cisnienia i temperatury woda moze petic¢ role katalizatora
kwasowego lub zasadowego. Wplyw temperatury i ci$nienia na pK = —log, K ,
zostat zilustrowany na Rysunku 4 dla izobary (25 MPa) oraz dla izotermy (673 K).
Duzy wzrost iloczynu jonowego obserwuje si¢ w warunkach wysokiej temperatury
przy zachowaniu duzej gestosci, regulowanej wysokim cisnieniem. Widoczny na
Rysunku 2 spadek gestosci wody dla p =25 MPai T>573 K, badzdla 7T'=673 K
1 p <50 MPa, skutkuje wyraznym zmniejszeniem wartosci iloczynu jonowego.
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Rysunek 4. Zaleznos$¢ pK, od temperatury i ci$nienia
Figure 4. The pK  as a function of temperature and pressure

Woda w temperaturze pokojowej i pod cisnieniem 1 atm jest polarna ciecza,
w ktorej stabo rozpuszczaja si¢ gazy, natomiast bardzo dobrze zwiazki jonowe. Jak
ilustruje Rysunek 5, w wyniku zmiany parametrow stanu mozna obnizy¢ statyczna
stata dielektryczna wody do warto$ci charakterystycznych dla rozpuszczalnikow
niskopolarnych. Nisko-polarna woda moze wigc z powodzeniem zastgpowac tok-
syczne rozpuszczalniki organiczne, jak na przyktad aceton (€ = 20,7), czy benzen
(e=23).
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Rysunek 5. Zaleznos¢ statycznej statej dielektrycznej wody od temperatury dla izobary p = 25 MPa
Figure 5. Static dielectric constant of water as a function of temperature for the isobar p = 25 MPa
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Rysunek 6. Stata Henry’ego dla O, i CH, w funkcji temperatury wody obliczona na podstawie rozwinigcia
wielomianowego [9]
Figure 6. Henry’s constant for O, and CH, in water calculated using a general relationship given in ref. [9]

Zmniejszeniu polarno$ci towarzyszy zmiana wlasciwosci roztworczych.
W warunkach wysokich ci$nien i temperatur nastgpuje znaczne obnizenie rozpusz-
czalnos$ci typowych soli, jak chlorki, siarczany i azotany, za§ wzrasta rozpuszczal-
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no$¢ zwiazkow organicznych i gazoéw [9, 10]. Przyktadowo, przy wzro$cie tempera-
tury od 200 do 250°C rozpuszczalno$¢ kwasu tereftalowego w wodzie pod cisnie-
niem 28 MPa zwigksza si¢ od 0,5 do 13 g kwasu w 100 g wody [1]. Z kolei widoczny
na Rysunku 6 spadek statej Henry’ego dla tlenu i metanu wskazuje na rosnaca roz-
puszczalno$¢ gazow. W warunkach wysokich ci$nien i temperatur woda zaczyna
miesza¢ si¢ z gazami, tworzac roztwory o dowolnym sktadzie. W szczegdlnosci
dobra rozpuszczalno$¢ tlenu jest wykorzystywana w nowoczesnych technologiach
usuwania szkodliwych zanieczyszczen, omawianych w Rozdziale 3.

Kluczem do zrozumienia wlasciwosci wody w roznych stanach termodynamicz-
nych jest bez watpienia wyjasnienie roli wiazan wodorowych. Oddziatywania wodo-
rowe decyduja rowniez o zachowaniu wody: jako reagenta w reakcjach rodniko-
wych i hydrolizie, jako katalizatora kwasowo-zasadowego, jako donora atomowego
wodoru i wielu innych [10].

2. ROLA WIAZAN WODOROWYCH

Wiazanie wodorowe w wodzie powstaje pomigdzy atomem wodoru jednej czas-
teczki, zwanej dalej H-donorem a silnie elektroujemnym atomem tlenu drugiej czas-
teczki, czyli H-akceptorem. Pod wzgledem sity oddzialywania wiazanie wodorowe
zajmuje miejsce posrednie pomiedzy oddzialywaniem van der Waalsa, a typowym
wiazaniem chemicznym. Obecno$¢ dwodch atomoéw wodoru i wolnej pary elektrono-
wej na atomie tlenu predysponuje czasteczke wody do utworzenia czterech wigzan
wodorowych. W lodzie kazda czasteczka wody jest tetraedrycznie otoczona czte-
rema innymi czasteczkami tworzac z nimi liniowe wiazania wodorowe [11]. Po sto-
pieniu tylko czg$¢ wiazan wodorowych ulega zerwaniu. Aktualnie dobrze ugrunto-
wany jest poglad, ze zmiany wlasciwosci wody sa wynikiem przeobrazen w struktu-
rze sieci wigzan wodorowych [5, 10, 11]. Woda w przeciwienstwie do innych cieczy
ma najwigksza gestos¢ w temperaturze o okoto 4°C wyzszej od temperatury topnie-
nia. Hipoteza ttumaczaca to zjawisko — jak rowniez anomalne zaleznosci ciepta
wlasciwego, wspotczynnika rozszerzalnosci termicznej, czy wspotczynnika Scisli-
wosci obserwowane w doswiadczeniach z przechtodzona woda - jest wspotistnienie
czasteczek wody w dwoch fazach o r6znej gestosci, w fazie LDL (ang. low-density
liquid) z charakterystycznym dla lodu tetraedrycznym uporzadkowaniem i w fazie
HDL (ang. high-density liquid) [ 12]. Ostatnie do§wiadczenia z wykorzystaniem tech-
niki SAXS (ang. small-angle X-ray scattering) wskazuja na wspotistnienie obsza-
row o réznej gestosci nawet w warunkach pokojowych [13]. W temperaturze poko-
jowej woda jest ciecza silnie asocjujaca. Jej czasteczki potaczone wiazaniami wodoro-
wymi tworza ciagla przestrzennag sie¢, porownywanag z gestym zelem. Wystepowa-
nie pozostatosci tetraedrycznego uporzadkowania czasteczek potwierdzajq wyniki
licznych eksperymentéw z rozpraszaniem neutronow i promieni X [14—16]. Pomiary
dyfrakcyjne dostarczaja informacji o tzw. czynniku struktury, ktory poprzez trans-
formateg Fouriera jest bezposrednio zwiazany z radialna funkcja rozkladu atomow
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w przestrzeni. Nalezy podkresli¢ duza rolg jaka w badaniach wlasciwosci wody odgry-
waja symulacje komputerowe. Samo rozwiktanie czynnika struktury wymaga zasto-
sowania symulacji MD (ang. Molecular Dynamics). Na Rysunku 7 zostaty przed-
stawione radialne funkcje rozktadu tlen—tlen dla wody w warunkach pokojowych
oraz dla wody podkrytycznej (7= 573 K, p = 10 MPa).

9oolh

r/ nm

Rysunek 7. Radialne funkcje rozktadu tlen—tlen dla wody w warunkach pokojowych (symbole zamknigte
— eksperyment [15], symulacja [17] — linia ciagta) i wody podkrytycznej (symbole otwarte — eks-
peryment [14], symulacja [17] — linia ciagla)

Figure 7. An oxygen—oxygen radial distribution function for ambient (solid symbols — experiment [15],
solid line — simulation [17]) and subcritical water (open symbols — experiment [14], dashed line —
simulation [17])

Widoczne dla temperatury 298 K oscylacje funkcji g, (r) $wiadcza o pozosta-
tosciach charakterystycznego dla heksagonalnej struktury lodu, tetraedrycznego
uporzadkowania czasteczek. Uporzadkowanie to zanika w miarg przesuwania si¢
w kierunku punktu krytycznego. Radialna funkcja rozktadu dla wody podkrytycznej
posiada dobrze wyksztatcone maksimum, natomiast nie wykazuje oscylacji dla
r> 0,4 nm. Prowadzenie eksperymentu w warunkach wysokich ci$nien i temperatur
jest trudne, a wyniki sg najczesciej obarczone duzym bledem. W takich przypad-
kach symulacja komputerowa petni rolg¢ komplementarnego narzedzia badawczego.
Wyniki obliczen komputerowych zaleza od modelu opisujacego oddziatywania czas-
teczek. W przypadku symulacji cieczy silnie asocjujacych w wysokich temperatu-
rach bardziej uzasadnione jest stosowanie gigtkiego modelu czasteczki [17, 18].
Model gigtki dopuszcza zmiang geometrii czasteczki, a tym samym lepiej odwzoro-
wuje strukture i dynamike sieci wiazan wodorowych, gdy energia termiczna staje
si¢ porownywalna z energia drgan wewnatrzczasteczkowych. Na Rysunku 7 zamiesz-
czono radialne funkcje rozktadu otrzymane na podstawie symulacji komputerowe;j
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z uzyciem gigtkiego modelu czasteczki wody [17]. Brak tetraedrycznego uporzad-
kowania dla temperatury 573 K nie oznacza zaniku wiazan wodorowych. Poréwna-
nie korelacji przestrzennej pomigdzy tlenem danej czasteczki i wodorami pozostatych
czasteczek przedstawione na Rysunku 8 dla wybranych stanéw termodynamicznych
z obszaru podkrytycznego (573 K, 623 K) i nadkrytycznego (653 K, 673 K) poka-
zuje, ze parametry stanu tylko nieznacznie wptywaja na potozenie pierwszego maksi-
mum. Sasiedztwo wodoréw, w odlegtoSci mniejszej niz suma promieni Van der Waalsa
atomoéw tlenu i wodoru (0,27 nm), wskazuje, na istnienie wiazan wodorowych.
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Rysunek 8. Obliczone na podstawie symulacji [19] radialne funkcje rozktadu tlen-wodor g, dla wody
w pigciu stanach termodynamicznych: ST1 (298 K; 0,1 MPa), ST2 (573 K; 10 MPa), ST3 (623 K;
22,5 MPa), ST4 (653 K; 25 MPa), ST5 (673 K; 25 MPa)

Figure 8.  The oxygen-hydrogen, g ., radial distribution functions obtained from the simulations of water
in selected thermodynamics states [19]: ST1 (298 K; 0.1 MPa), ST2 (573 K; 10 MPa), ST3
(623 K; 22.5 MPa), ST4 (653 K; 25 MPa), ST5 (673 K; 25 MPa)

Wystepowanie wigzan wodorowych potwierdzaja przedstawione na Rysunku 9
rozktady energii oddzialywan migdzyczasteczkowych.

Dla wody w warunkach pokojowych rozktad ten jest bimodalny z wyraznym
maksimum przy —20 kJ/mol. Przesuwajac si¢ w kierunku punktu krytycznego wyso-
ko$¢ maksimum stopniowo maleje. W warunkach nadkrytycznych (stany ST41ST5)
jest zdecydowanie mniej silnych oddziatywan przyciagajacych, ale nie zanikaja one
catkowicie. Swiadczy o tym wyrazny ogon rozktadu A(E). Nie wszystkie silne oddzia-
tywania przyciagajace mozna jednak utozsamia¢ z wiazaniami wodorowymi. Jak
pokazuje analiza wzajemnej orientacji czasteczek w wodzie okoto-krytycznej zna-
czacy odsetek par czasteczek wykazuje wspotliniowe i rownolegle ustawienie wek-
tora momentu dipolowego [17].
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Rysunek 9. Statystyczne rozktady energii oddziatywan migdzyczasteczkowych w wodzie obliczone dla sta-
néw termodynamicznych wyszczegdlnionych w podpisie do Rysunku 8: ST1 (-A-), ST2 (-O-),
ST3 (—), ST4 (- - -), ST5 (-O-)

Figure 9.  Normalized statistical distributions of pair interaction energy in water calculated for the thermo-
dynamic states specified in the caption to Figure 8: ST1 (-A-), ST2 (-O-), ST3 (—), ST4 (- - -),
ST5 (-O-)

Warto$ci temperatury i gestosci, wyznaczajace granice istnienia wigzan wodo-
rowych pomigdzy czasteczkami wody nie sa doktadnie okreslone [2, 10]. Przykla-
dowo, badania spektroskopowe wskazuja na charakterystyczne dla wiazania wodo-
rowego potozenia pasm absorpcyjnych okoto 100 K powyzej temperatury krytycz-
nej [20], za$ eksperymenty z rozpraszaniem neutronéw wykazaty tworzenie wigzan
wodorowych w wodzie nadkrytycznej nawet przy tak matej gestosci jak 200 kgxm™
[21, 22].

Bardziej szczegotowych informacji dostarcza komputerowa analiza topologii
sieci wigzan wodorowych. Badania dla wody w wysokich temperaturach wymagaja
zastosowania ztozonego kryterium, uwzglgdniajacego zarowno energi¢ oddziaty-
wania czasteczek, jak i ich wzajemna odleglos¢ oraz orientacj¢ (Rys. 10).
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Rysunek 10. Ilustracja rozszerzonego kryterium energetycznego
Figure 10. Extended energetic criterion for hydrogen bonding

Jak wykazano w pracy [17], kryterium geometryczne okreslajace maksymalna
dhugos¢ wiazania wodorowego 7, nie wyklucza par czasteczek, ktorych oddziaty-
wania sa odpychajace. Definicja geometryczna dodatkowo uwzgledniajaca dopusz-
czalne odchylenie wigzania wodorowego od liniowosci ¢ zasadniczo eliminuje pary
o oddziatywaniach odpychajacych, ale nie wyklucza par, ktorych przyciaganie jest
bardzo stabe. Z drugiej strony kryterium energetyczne narzucajace warunek mini-
malnej energii oddziatywania przyciagajacego £, nie eliminuje par czasteczek o nie-
wiasciwej orientacji H-donora wzgledem H-akceptora. Liczba takich par jest tym
wigksza im mniejsza jest gestos¢ uktadu [17]. Przyjmujac progowa energi¢ oddzia-
tywania £ = -8 kJ/mol, maksymalng dtugos$¢ wiazania r_ = 0,25 nm oraz dopusz-
czalne odchylenie od liniowosci &, = 30° wykazano, ze dla wody w warunkach
okotokrytycznych zaréwno kryterium geometryczne jak i energetyczne, przeszaco-
wuja liczbg wigzan wodorowych oraz istotnie zawyzaja rozmiary skupisk czaste-
czek (potaczonych w sposob ciagly wiazaniami wodorowymi) [17]. Zastosowanie
rozszerzonego kryterium energetycznego prowadzi do rozktaddw statystycznych licz-
by wigzan wodorowych oraz rozmiaru klasteréw molekularnych przedstawionych
odpowiednio na Rysunkach 111 12.

Czasteczki wody w warunkach pokojowych (ST1) tworza najczesciej cztery
lub trzy wiazania wodorowe, a udziat czasteczek niezwiazanych jest znikomy. Ze
wzrostem temperatury i obnizeniem gestosci wody liczba wiazan wodorowych wyraz-
nie maleje. W warunkach nadkrytycznych wzrasta ilo$¢ takich czasteczek, ktore nie
tworza wigzan wodorowych (i= 0). W temperaturze 673 K i pod ci$nieniem 25 MPa
(ST5), gdy gestosé wody wynosi 166 kg'm~udziat czasteczek niezwiazanych wodo-
rowo jest dominujacy. Ciekawym wynikiem jest, ze pomimo bardzo niskiej gestosci
przeszto 30% czasteczek tworzy jedno lub dwa wigzania wodorowe. Wystgpowanie
wiazan wodorowych przy tak niskich gestosciach potwierdzaja eksperymenty z roz-
praszaniem neutronéw [21], promieni X [23] oraz pomiary NMR [22]. Skutkiem
oddzialywan wodorowych jest grupowanie si¢ czasteczek w skonczonych obsza-
rach przestrzennych, co thumaczy duze fluktuacje gestosci charakterystyczne dla
stanu nadkrytycznego. Agregacjg czasteczek w obszarze nadkrytycznym dobrze ilus-
truje wzrost wysoko$ci maksimow funkcji rozktadu g, dla wody w stanie STS
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(Rys. 8). Wspotistnienie klasterow molekularnych i obszaréw pozbawionych czas-
teczek wyjasnia dobra mieszalno$¢ wody nadkrytycznej z gazami.

298 [5T1) 573 (sT2) 623 (5T3) 653 [5T4) 673 [5T5)

Rysunek 11. Statystyczne rozktady liczby wiazan wodorowych (i =0, 1, 2, 3, 4) tworzonych przez czasteczki
wody obliczone dla stanow termodynamicznych wyszczegolnionych w podpisie do Rysunku 8.
Srednie liczby wiazan wodorowych podane sa w tabeli

Figure 11.  Percentage contribution of water molecules forming i =0, 1, 2, 3, 4 hydrogen bonds calculated for
the thermodynamic states specified in the caption to Figure 8. The average numbers of H-bonds
are shown in the Inset
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Rysunek 12. Obliczone na podstawie symulacji [19] statystyczne rozktady liczebnosci klasterow molekular-
nych w wodzie pod- i nadkrytycznej

Figure 12.  Statistical distribution for engagement of water molecules in H-bonded clusters calculated from
MBD simulations of water under sub- and subcritical conditions [19]

Badania spektroskopowe, dyfrakcyjne oraz symulacje komputerowe zmierzaja
do ilosciowego powiazania transformacji zachodzacych w sieci wiazan wodorowych
ze zmiang wlasciwosci makroskopowych. W warunkach pokojowych czasteczki wody
tworza ciagla sie¢ wigzan wodorowych [10, 19, 20]. W obszarach pod- i nadkrytycz-
nym ciagla sie¢ zastepuja klastery molekularne, ktorych rozmiar bardzo silnie zalezy
od gestosci i temperatury, co ilustruje Rysunek 12. Ze wzrostem temperatury i obnize-
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niem gestosci zaczynaja dominowac skupiska zawierajace od kilku do kilkudziesig-
ciu czasteczek. Towarzyszy temu spadek lepkosci i polarno$ci wody. W stanie nad-
krytycznym ST5 (7= 673 K, p = 167 kg'm™) $rednio co druga czasteczka tworzy
wiazanie wodorowe, za$ klastery przyjmuja gtéwnie formeg rozgatezionych tancu-
chow, zawierajacych od kilku do kilkunastu czasteczek [19, 20, 24]. Zaréwno lep-
kos¢ jak i stata dielektryczna wody w tym stanie przyjmuja bardzo niskie wartosci,
odpowiednio 29 uPa‘s oraz 2,5 uPas. Statystyczny rozktad wielkosci klasterow
molekularnych w danych warunkach termodynamicznych jest $ci§le zwiazany ze
srednia wartoscia liczby wiazan wodorowych, <n>, tworzonych przez pojedyncza
czasteczke. Okazuje sig, ze warto$¢ <n> oraz obliczona na podstawie rozktadu (V)
liczba klasterow zawierajacych co najmniej pig¢ czasteczek wody wykazuja w obsza-
rze okoto-krytycznym liniowa korelacj¢ z ggstoscia, lepkoscia i statyczna stata die-
lektryczng osrodka [19].

3. PRZEMYSLOWE ZASTOSOWANIA WODY POD- I NADKRYTYCZNEJ

Woda w wysokich temperaturach i pod wysokimi ci$nieniami wykazuje nie-
zwykle korzystne cechy aplikacyjne. Wysoka dyfuzyjnos¢ i duza pojemno$¢ cieplna
zapewniaja szybki transport masy i ciepta. Jednocze$nie mieszalno$¢ z gazami oraz
mozliwo$¢ kontrolowania polarnosci, zdolno$ci roztwdrczej oraz wlasciwosci kwa-
sowo-zasadowych wylacznie poprzez zmiang warunkow cisnienia i temperatury,
sprzyjaja szerokim zastosowaniom technologicznym oraz przemystowym. Do atrak-
cyjnosci wody w duzej mierze przyczynia si¢, ponadto, jej nietoksycznos$¢ i pow-
szechna dostgpno$¢ w srodowisku naturalnym.

Zjawisko dobrej rozpuszczalno$ci gazow w wodzie, w warunkach pod- i nad-
krytycznych zostato wykorzystane w technologiach mokrego utleniania i hydroter-
micznego spalania. Technologie mokrego utleniania stosowane sa na skalg przemy-
stowa do oczyszczania $ciekow i potpltynnych odpadow przemystowych od okoto
pigcdziesigciu lat. Mokre utlenianie (ang. wet oxidation) jest szczegolnie przydatne,
gdy stezenie zanieczyszczen waha si¢ w granicach od 1,5% do 20% masowych [3].
Sa to Scieki zbyt stezone, aby oczyszczac je metodami biologicznymi, a jednocze-
$nie zbyt rozcienczone, aby uzasadnione bylo stosowanie metod klasycznego spala-
nia z uwagi na energochtonno$¢ procesu wynikajaca z konieczno$ci odparowania
duzej masy wody. Mokre utlenianie jest procesem spalania w wodzie podkrytycz-
nej, prowadzonym (zaleznie od sktadu $ciekow) zazwyczaj pod cisnieniem 0,5-20
MPa i w temperaturze 393-593 K [3]. Do wodnego roztworu $ciekéw wtlacza si¢
powietrze lub czysty tlen i podgrzewa do temperatury inicjujacej proces utleniania.
Proces ten jest samowystarczalny energetycznie, gdyz ciepto spalania wystarcza do
utrzymania temperatury w reaktorze. W przypadku $ciekdw bardziej stgzonych poja-
wia si¢ nadwyzka energetyczna wykorzystywana do produkcji pary technologicznej
lub energii elektrycznej. Utrzymanie mieszaniny reakcyjnej w stanie ciektym, zapo-
biega utracie ciepta na odparowanie wody. Jednym z produktéw posrednich utlenia-
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nia sa wolne rodniki, zwickszajace efektywnos¢ procesu. Koncowymi produktami
utleniania zanieczyszczen organicznych sa woda i dwutlenek wegla. Skutecznosé
metody w odniesieniu do alkoholi wyzszych wynosi okoto 95%, a w stosunku do
cyjankow, nitryli i pestycydow przewyzsza 99% [3]. Wydajnosé, pracujacych obec-
nie okolo czterystu przemystowych instalacji mokrego utleniania, waha sig od 2,3
do 25 m*/godz. [3]. Koszty instalacji przemystowej sa porownywalne z kosztami
budowy klasycznej spalarni odpadéw, lecz koszty eksploatacyjne sa bez poréwna-
nia nizsze. Ponadto, w odréznieniu od klasycznych spalarni, technologie mokrego
utleniania sa przyjazne dla §rodowiska, gdyz eliminuja emisje toksycznych gazow.

Znacznie nowsza od mokrego utleniania jest technika hydrotermicznego spala-
nia w wodzie nadkrytycznej. Impulsem do rozwoju technologii SCWO (ang. Super-
critical Water Oxidation) byly prace Francka i wspolpracownikow z przetomu lat
1980-90 [4]. W 1988 r. Franck zademonstrowat samoczynny zapton metanu w obec-
nosci czystego tlenu w wodzie zawierajacej 30% molowych metanu w temperaturze
673 K i pod cisnieniem 100 MPa. Prowadzenie utleniania w wysokiej temperaturze
zapewnia duzy stopien mineralizacji. Ponadto technologie SCWO umozliwiaja
odbior gtdwnego produktu utleniania, jakim jest dwutlenek wegla, w postaci cie-
ktej, nie zwigkszajac efektu cieplarnianego. SCWO oraz mokre utlenianie moga
by¢ wykorzystywane do bezpiecznego spalania substancji wybuchowych, a takze
niszczenia broni chemicznej, poniewaz woda jest wyjatkowo pojemnym buforem
cieplnym, co zapobiega niekontrolowanemu wzrostowi temperatury w procesie. Obie
metody jako przyjazne srodowisku naturalnemu czlowieka sa podstawa technologii
zielonej chemii.

Stosunkowo nowa metoda degradacji i rozktadu zwiazkow organicznych jest
termohydroliza nadkrytyczna. W odréznieniu od mokrego i1 nadkrytycznego utle-
niania, $rodowisko procesu jest beztlenowe, dzigki czemu nie wystepuja problemy
zwigzane z korozja materiatow konstrukcyjnych. Rozktad zwiazkéw zachodzi wytacz-
nie pod wptywem wysokiej temperatury, analogicznie jak w procesie pirolizy. Termo-
hydroliza ma jednak tg przewagg, ze srodowisko wodne zapobiega niepozadanym
procesom kondensacji i polimeryzacji. Wyniki badan termohydrolizy zaréwno pro-
stych jak i ztozonych zwiazkow organicznych sa bardzo obiecujace. Hydroliza pro-
wadzona w temperaturze 673 K i pod cisnieniem 37 MPa, w czasie 10 min zapew-
nia rozktad celulozy, nylonu, jedwabiu, chitozanu, czy polistyrenu w stopniu prze-
kraczajacym 90% [3]. Ponadto metoda ta moze by¢ wykorzystywana do odzyskiwa-
nia uzytecznych zwiazkoéw chemicznych, jak na przyktad kwasu tereftalowego sto-
sowanego w produkcji wiokien, folii, ptyt i butelek plastikowych [1].

Szereg innych zastosowan wody nadkrytycznej obejmuje syntezg organiczna
[1, 2], oczyszczanie i ekstrakcje [4], geochemig [20], hodowle wysokiej jakosci krysz-
talow [4], a nawet energetyke jadrowa. Obecnie trwaja prace nad zastosowaniem
wody nadkrytycznej jako chtodziwa i moderatora w reaktorach jadrowych IV gene-
racji. Reaktory SCWR pozwolitoby zwigkszy¢ wydajnos¢ elektrowni jadrowych
z 33 do 45%, zmniejszy¢ ilos¢ odpaddow promieniotworczych, a takze ograniczy¢
problem proliferacji.
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PODSUMOWANIE

Zastosowania technologiczne i przemystowe wody pod- i nadkrytycznej wyprze-
dzity rozw¢j badan podstawowych. Przede wszystkim brakuje doktadnych modeli
matematycznych opisujacych zachodzace procesy. Konstrukcja modelu jest z kolei
w duzej mierze zwiazana z opracowaniem uktadu sprzezonych rownan rézniczko-
wych opisujacych kinetyke reakcji chemicznych. Na przyktad pelne rozwinigcie
modelu kinetycznego utleniania metanolu wymaga rozwazenia co najmniej stu dwu-
dziestu szesciu reakcji elementarnych [25]. Chociaz reakcje spalania i utleniania
w fazie gazowej sa stosunkowo dobrze poznane a aktualny przeglad danych kine-
tycznych i termodynamicznych mozna znalez¢ w pracy [26], to bezposrednie prze-
niesienie tych danych na spalanie SCWO nie jest uzasadnione. Powodem jest koniecz-
no$¢ uwzglednienia zaréwno roli czasteczek wody jak i niejednorodnosci struktu-
ralnych rozpuszczalnika, spowodowanych wystgpowaniem klasterow molekularnych
omawianych w Rozdziale 2. Pomimo ogromnego postepu badawczego, jaki doko-
nat si¢ w ostatniej dekadzie [10] rola rozpuszczalnika, pozostaje niewyjasniona dla
szeregu reakcji. W szczegolnosci dotyczy to poznania mechanizmu reakcji rodniko-
wych w radiolizie wody w wysokich temperaturach [27]. Okre$lenie kinetyki i wydaj-
nosci reakcji indukowanych promieniowaniem jonizujacym w wodzie nadkrytycz-
nej jest wazne dla zastosowania reaktorow jadrowych IV generacji.

Obok poznania mechanizméw reakcji elementarnych rzadzacych procesami
utleniania w wodzie pod- i nadkrytycznej, wazne jest udoskonalenie opisu trans-
portu oraz wymiany masy i ciepta. Innym, niemniej istotnym, kierunkiem badan jest
opracowanie i wdrozenie trwalych a zarazem tanich katalizatoréw. Zastosowanie
nowych katalizatorow pozwoliloby zredukowa¢ rozmiary reaktorow, zwigkszy¢
wydajnos¢ procesow technologicznych i obnizy¢ ich energochtonnos¢. Perspekty-
wy nowych zastosowan wymagaja intensywnych badan podstawowych w takich
dziedzinach jak termodynamika, kinetyka, kataliza, czy inzynieria materiatowa.
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ABSTRACT

Hydrogen sulfide is a well known toxic gas that has recently been synthesized
from the amino acids by the use of two enzymes (Fig. 1): cystathionine-S-synthase
and cystathionine-y-lyase [1-3, 16, 17]. Hydrogen sulfide is a signaling molecule of
the inflammatory and nervous systems, and in particular the cardiovascular system
where it regulates vascular tone, cardiac work, and exerts cardioprotection [2, 3, 16,
17, 16-21, 29]. The endogenous metabolism and physiological functions of H,S
position this gas well in the novel family of gasotransmitters together with nitric
oxide and carbon monoxide.

This review summarizes the methods of hydrogen sulfide determination in bio-
logical samples. Biological tissue preparation procedures can include different steps:
homogenization [7, 9, 10, 12, 19, 23-25, 29, 32-35], H,S release from tissues
[9-14, 29], derivatization (Scheme 1-3) [1, 5, 6, 8, 11, 12, 23-25, 29], and deprotei-
nization [23-25, 30, 31, 33, 42, 43]. Finally analysis is possible by various methods,
including spectrophotometry [6, 8, 11, 23-25, 34], high-performance liquid chro-
matography [6, 12—-14, 29, 31, 41], gas chromatography [9-11, 27, 29, 32], poten-
tiometry [22, 35, 36, 45] and polarography [19, 30]. However, there is much doubt
about the reliability of the assay methods used. Determination of hydrogen sulfide
is often hindered by numerous artifacts, as: the instability of sulfide, its high volati-
lity, its great susceptibility to oxidation, its adherence to various materials (e.g. glass).
This might lead to artificially elevated or lowered levels and explains the large dis-
crepancy among the various reports.

Keywords: hydrogen sulfide, sulfane sulfur, determination, biological sample

Stowa kluczowe: siarkowodor, siarka sulfanowa, oznaczanie, probka biologiczna
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WSTEP

Siarkowodor jest bezbarwnym gazem cigzszym od powietrza, o charakterystycz-
nym ostrym zapachu, ktory jest wyczuwalny w powietrzu, w st¢zeniu 0,01 ppm.
Od lat jest znany jako toksyczny gaz, zanieczyszczajacy srodowisko, a jednocze$nie
jako leczniczy sktadnik wod zrodlanych. Terapeutyczne czy toksyczne jego dziata-
nie zalezy od st¢zenia w jakim on wystepuje. Jesli cztowiek jest narazony na dziata-
nie H,S, ktorego stgzenie w powietrzu przekracza 700 ppm, wowczas dochodzi do
utraty przytomnosci, porazenia uktadu oddechowego i $mierci [1]. Natomiast w ste-
zeniu od 300 do 700 ppm siarkowodor moze powodowaé utrat¢ przytomnosci,
a czasem smier¢, gdy ekspozycja na H,S jest dfuzsza niz 30 min. Do podraznienia
uktadu oddechowego dochodzi podczas wdychania powietrza zawierajacego siar-
kowodor, w stezeniu od 200 do 300 ppm, w czasie dluzszym niz 1 godzina. W nis-
kich stezeniach, w jakich wystepuje H,S w wodach zrédlanych, ma terapeutyczne
dziatanie, ktére wspomaga leczenie choréb pourazowych narzadéow ruchu, chorob
skory, miazdzycy, nadci$nienia tgtniczego, przewleklych chorob narzadu rodnego,
przewlektych zatru¢ metalami cigzkimi, zwyrodnienia stawow, czy reumatyzmu.

Ostatnimi czasy wzrosto zainteresowanie siarkowodorem i jego rola jaka pehni
w procesach fizjologicznych oraz patologicznych [2, 3]. Od lat znanych jest wiele
metod oznaczania siarkowodoru i siarki labilnej w probkach srodowiskowych,
a w tym biologicznych, ktore zostaly opisane we wczesniejszych pracach przegla-
dowych [4-6]. Niniejsze omdwienie porusza problemy, ktore towarzysza oznacza-
niu siarkowodoru w ztozonych matrycach jakimi sa probki biologiczne. Opisany
ponizej materiat oparty jest na pracach publikowanych w ostatnim dziesigcioleciu.

1. SIARKOWODOR W ORGANIZMACH ZYWYCH

Siarka nalezy do pierwiastkow aktywnych biologicznie i chemicznie. W orga-
nizmach zywych moze ona wystgpowa¢ w zwiazkach organicznych i nieorganicz-
nych na pigciu réznych stopniach utlenienia: -2, 0, 2, 4, 6. Wigkszo$¢ zwiazkow
siarki obecna w tkankach zwierzat wystepuje na stopniach utlenienia —2 (siarczki,
tiole) 1 6 (siarczany(VI), kwasy sulfonowe).

1.1. ROZNE FORMY SIARKI OZNACZANE W POSTACI SIARKOWODORU
W literaturze istnieje niejasno$¢ dotyczaca form w jakich siarka wystepuje

w probkach biologicznych. W zwiazku z tym nalezy wyjasni¢ i ujednolici¢ nazwy
uzywane do okreslenia ré6znych form siarki.



OZNACZANIE STARKOWODORU W PROBKACH BIOLOGICZNYCH 247

Wolny siarkowodor

Siarkowodor dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie, a jego roztwor wodny posiada
pH lekko kwasne, gdyz H,S ulega dwustopniowej dysocjacji do jonéw: H* oraz HS™
i $*". W soli fizjologicznej (pH 7,4), w temperaturze 37°C, mniej niz '/, siarkowo-
doru wystepuje w formie niezdysocjowanej, a pozostate */, stanowia gtownie jony
wodorosiarczkowe (pK, = 6,98, w temp. 25°C) z niewielka domieszka jonow siarcz-
kowych (pK , = 19 + 2) [1, 7]. W zwiazku z tym, w plynach fizjologicznych jak
1 homogenatach tkanek, wystepuja gtownie jony wodorosiarczkowe i siarczkowe,
a mniej niz 20% to siarkowoddr. Wobec tego czgsto uzywana w publikacjach nazwa
siarkowodor w rzeczywistosci odnosi si¢ do sumy wodorosiarczku, siarczku i siar-
kowodoru.

Kwasowo labilna siarka

Okreslenie kwasowo labilna siarka (ang. acid-labile sulfur) dotyczy zwiazkow
zawierajacych siarke, ktora jest z nich uwalniana w postaci H,S pod wptywem kwa-
sow [6-8]. Ta forma siarki wystepuje gtdéwnie w centrach zelazowo-siarkowych bia-
tek zawartych w mitochondriach, chociaz nie cata kwasowo labilna siarka jest zamk-
nigta w klasterach zelazowo-siarkowych [6]. Wydaje si¢, ze niektore metody opisu-
jace oznaczanie siarczkdw w tkankach ssakow w rzeczywistosci odnosza si¢ do ozna-
czania sumy siarkowodoru i siarki kwasowo labilnej [9-14].

Siarka zwigzana

Pojgcie siarki zwiazanej dotyczy zwiazkow zawierajacych siarke, ktora jest
z nich uwalniana w postaci siarkowodoru w wyniku dziatania reduktorow [6, 7, 15].
W procedurach analitycznych do oznaczania siarki zwiazanej najczgsciej wykorzy-
stywany byt jako reduktor ditiotreitol, stad w literaturze pojawia si¢ okreslenie tej
grupy zwiazkow jako ditiotreitolowo labilnych siarczkow (ang. dithiothreitol-labile
sulfide) [8]. Inne okreslenia, ktore uzywane sq zamiennie w pismiennictwie to: siarka
zwiazana z proteinami (ang. protein-bound sulfur, protein-associated sulfur), czy
siarczki zwiazane z tkankami (ang. tissue-bound sulfide) [6]. Siarka zwiazana wyste-
puje glownie w cytozolu [7].

Wspomniane powyzej formy, kwasowo labilnej siarki i siarki zwiazanej, naleza
do zwiazkow zawierajacych siarke sulfanowa i nie nalezy poje¢ tych uzywaé
zamiennie. Zwiazki z siarka sulfanowg to takie, ktore zawieraja labilny atom siarki
dwuwiazalnej, ktory potaczony jest kowalencyjnie z innym atomem siarki [6]. Atom
ten fatwo przechodzi na rézne akceptory (np. CN-, SOZ", R-SO,-H) i czgsto nazy-
wany jest siarka cyjanolizujaca [15]. Przyktadami zwiazkow z siarka sulfanowaq sa:
nadsiarczki (np. tiocysteina), wielosiarczki (np. tiocystyna), tiosiarczany, tiosulfo-
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niany (np. tiotauryna), politioniany (np. czterotionian), siarka elementarna oraz
disiarczki zawierajace w swojej budowie wiazanie podwojne (np. disiarczek allilu)
[6, 15].

1.2. 'RODEA SIARKOWODORU W ORGANIZMACH ZYWYCH

Siarkowodor wystgpujacy w organizmach zywych moze by¢ pochodzenia egzo-
gennego. Moze takze powstawac jako produkt uboczny w przemianach aminokwa-
sow siarkowych. Siarkowodor zawarty w $rodowisku jest wchtaniany glownie
poprzez drogi oddechowe oraz skore, skad przedostaje si¢ do krwiobiegu. W pro-
dukcji wigkszosci siarkowodoru uczestnicza dwa enzymy: y-liaza cystationiny (CSE,
EC 4.4.1.1) i B-syntaza cystationiny (CBS, EC 4.2.1.22), ktorych kofaktorem jest
witamina B (fosforan pirydoksalu) [1-3, 16, 17]. Enzymy te sa rozpowszechnione
w komoérkach i tkankach ssakow, jak rowniez u wielu bezkregowcodw i bakterii.
U ssakow duza ilos¢ CBS wystepuje w mozgu, podczas gdy aktywnos¢ CSE jest
wyzsza w tkankach obwodowych szczegdlnie: watrobie, nerkach czy naczyniach
krwiono$nych. Do tej pory uwazano, ze enzymy te (zaréwno CBS jak i CSE) katali-
zuja przemiang cysteiny do mleczanu, amoniaku i siarczanoéw. Ponadto CBS synte-
tyzuje cystationing z homocysteiny i seryny, a CSE rozktada cystationing do cyste-
iny i a-ketomaslanu [18].

metionina

|

homocysteina

CBS Vseryna

cystationina + H,O

CSE
homocysteina cysteina
cystyna
cystationina + H,S 3-merkaptopirogronian J CSE
CSE . . . . +
tiocysteina + pirogronian + NH,

cysteina + a-ketomaslan  pirogronian + H,S
cysteina +H,S

Rysunek 1. Schemat metabolizmu zwiazkow siarki prowadzacego do powstania siarkowodoru w organizmie,
CSE — y-liaza cystationiny, CBS — f3-syntaza cystationiny

Figure 1. Scheme of metabolism of sulfur compounds leading to formation of hydrogen sulfide in organism,
CSE — cystathionine y-liase, CBS — cystathionine 3-synthase
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Substratami do wytwarzania H,S sa aminokwasy siarkowe: cysteina i homo-
cysteina (Rys. 1). Synteza siarkowodoru z udzialem CSE odbywa si¢ dwuetapowo.
Najpierw CSE katalizuje reakcje przemiany disiarczku cysteiny do: tiocysteiny, piro-
gronianu i amoniaku. Nastepnie tiocysteina ulega nieenzymatycznej reakcji roz-
ktadu do cysteiny i siarkowodoru [17], chociaz istnieja doniesienia, ze w reakcji tej
uczestniczy rowniez CSE [16]. CBS natomiast jest katalizatorem w reakcji konden-
sacji cysteiny i homocysteiny do cystationiny, gdzie produktem ubocznym jest H,S.
Uwaza sig, ze CSE jest gtownym enzymem odpowiedzialnym za syntez¢ H,S
w uktadzie krazenia, podczas gdy CBS petni te¢ role w mozgu. Inng droga syntezy
siarkowodoru, in vitro, jest reakcja desulfuracji 3-merkaptopirogronianu z udzia-
fem siarkotransferazy 3-merkaptopirogronianu (EC 2.8.1.2.) [16]. Udziat tej reakcji
w syntezie siarkowodoru w tkankach ssakéw nie jest do konca wyjasniony.

Jak opisano w literaturze [19], siarkowodor powstaje u ssakow w wielu tkan-
kach: moézgu, nerkach, watrobie, sercu, aorcie oraz plucach. Przypuszcza sig, ze
siarkowodor produkowany w reakcjach enzymatycznych moze by¢ od razu uwal-
niany lub zatrzymywany w komorkach, po zwiazaniu z innymi zwiazkami i z op6z-
nieniem uwalniany w odpowiedzi na sygnaly fizjologiczne. Zidentyfikowano dwie
formy w jakich magazynowany jest siarkowodor, sa to: kwasowo labilna siarka
i siarka zwigzana. Ostatnie badania, przeprowadzone na homogenatach mozgu,
watroby i serca pokazuja, ze siarkowodor produkowany przy udziale enzymow, moze
by¢ magazynowany w tkankach, w postaci siarki zwiazanej, a nie kwasowo labil-
nej [7].

1.3. ROLA SIARKOWODORU

Siarkowodor oraz jego znaczenie dla organizméw zywych znalazty si¢ w cen-
trum zainteresowania badaczy na catym §wiecie. W wielu pracach opisana jest jego
rola jako nowego, biologicznie aktywnego mediatora w uktadzie nerwowym i kra-
zenia, obok CO i NO [17, 20, 21]. NO byt pierwszym mediatorem opisanym
w latach 80. ubiegtego wieku. Bierze on udzial w regulacji proceséw, takich jak
napigcie naczyn krwiono$nych, neurotransmisja czy obrona przed patogennymi drob-
noustrojami. Jako drugi, gazowy mediator odkryto CO, zwany czadem. CO, analo-
gicznie jak NO, rozszerza naczynia krwiono$ne, hamuje migracje i proliferacje komo-
rek migsni gltadkich naczyn, a ponadto reguluje transport jonéw w kanalikach nerko-
wych [17,20]. Podobnie jak CO i NO, siarkowodoér migdzy innymi poszerza naczy-
nia krwionos$ne, przez co chwilowo obniza ci$nienie tetnicze 1 zylne [3, 17, 21].
U dzieci z samoistnym nadci$nieniem zaobserwowano, ze st¢zenie siarkowodoru
jestnizsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej dzieci [22]. Nie tylko naczynia krwio-
nosne sa rozluzniane pod wptywem H.S, ale rowniez obserwowane jest jego relak-
sacyjne dzialanie, in vitro, na preparaty migsni gtadkich uktadu zotadkowo-jelito-
wego oraz drog oddechowych [2, 21]. Ponadto H,S ostabia skurcze migsnia serco-
wego, dzigki czemu moze ostania¢ serce przed uszkodzeniami wywolanymi podwia-
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zaniem tgtnicy wiencowej czy niedokrwieniem. W badaniach in vitro wykazano, ze
siarkowodor hamuje agregacje ptytek krwi cztowieka [2]. W wielu pracach wyka-
zano, ze siarkowodor aktywuje kanaly potasowe K, , w naczyniach krwiono$nych,
mig$niu sercowym, 3-komoérkach watroby, migéniach gladkich okreznicy oraz neu-
ronach [2, 17, 21].

W centralnym systemie nerwowym siarkowodor aktywuje receptory kwasu
N-metylo-D-asparaginowego. Ponadto reguluje funkcj¢ zar6wno neurocytow jak
i astrocytéw [2, 16, 17]. Chroni on neurony przed neurotoksycznym dziataniem
innych zwiazkow i stresem oksydacyjnym. To ochronne dziatanie polega na zmiata-
niu reaktywnych form tlenu i azotu oraz stymulacji syntezy cysteiny i y-glutamylo-
cysteiny — prekursorow glutationu, ktory jest waznym antyoksydantem w mozgu
[16, 17].

Zmiany endogennego stezenia siarkowodoru obserwowane sa w roznych cho-
robach [2, 3, 10, 16, 17, 21-25]. Zwigkszone stezenie H,S towarzyszy migdzy innymi
zespotowi Downa, wstrzasowi septycznemu, zapaleniu okreznicy, cukrzycy, prze-
wlektej obturacyjnej chorobie ptuc; zmniejszone zas: chorobie Alzheimera, niedo-
borowi CBS, nadcis$nieniu t¢tniczemu, marskosci watroby czy stresowi oksydacyj-
nemu wystgpujacemu w rozwoju niedotlenienia w nadci$nieniu ptucnym.

2. PRZYGOTOWANIE PROBEK BIOLOGICZNYCH
DO OZNACZANIA STARKOWODORU

W analizie chemicznej, aby zagwarantowa¢ wiarygodnos$¢ uzyskanego wyniku,
nalezy zwréci¢ uwage na wszystkie etapy, z jakich sklada si¢ proces analityczny.
Do etapow tych naleza: pobieranie i przechowywanie probki, przygotowanie probki
do analizy, pomiar i kalibracja metody oraz obrébka danych. Wtasciwe pobieranie
1 przygotowanie probek do koncowej analizy okazuje si¢ jednym z trudniejszych
i czasochlonnych etapow procesu analitycznego. Szacuje sig, ze zabiera on najwig-
cej czasu, to jest 67% catkowitego czasu analizy, podczas gdy pomiar i obrobka
danych pochtaniaja, odpowiednio, 6% i 27%. Ponadto, etap pobierania i przygoto-
wania probki stanowi najwigksze zrodto btedow, ktore wynosi 60% [26].

2.1. POBIERANIE I PRZECHOWY WANIE PROBEK

Siarkowodor nalezy do zwiazkow reaktywnych i w organizmach zywych moze
reagowac z wieloma zwiazkami, takimi jak nadtlenki i ponadtlenki, a ponadto
z metalami wystgpujacymi w centrach aktywnych biatek i enzymow. W zwiazku
z tym nalezy szczego6lnie ostroznie postgpowac z probkami biologicznymi, w kto-
rych bedzie oznaczana zawartos¢ H,S. Powszechnie wiadomo, ze obniZenie tempe-
ratury spowalnia lub hamuje zachodzace reakcje chemiczne. W zwiazku z tym probki
biologiczne, natychmiast po pobraniu, powinny by¢ schtadzane poprzez umieszcze-
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nie ich na lodzie [19, 27] i jak najszybciej poddane analizie na zawartos¢ H,S.
W przypadku, kiedy analiza nie moze by¢ wykonana niezwtocznie, probki po pobraniu
powinny by¢ zamrozone. W niektérych pracach wykorzystano szybkie zamrazanie,
poprzez umieszczenie preparatow w cieklym azocie [27, 24], a nastgpnie przecho-
wywanie ich w temp. —70°C [24, 28]. Zdarza sig¢, ze probki sa przechowywane
w —20°C [12, 28], czy —30°C [29]. W literaturze brak doniesien na temat wptywu
temperatury mrozenia i czasu przechowywania probki na zawartos¢ siarkowodoru.

Stezenie niezabezpieczonego siarkowodoru w probkach biologicznych zmniej-
sza si¢ gwaltownie. Przeprowadzone badania [30] na pelnej krwi pstraga, myszy,
szczura, $wini i krowy wykazaty szybki zanik H,S dodanego do krwi. Czas poto-
wicznego zaniku dodanego siarkowodoru, w stgzeniu 10 umol/l, w krwi pstraga,
$wini i krowy wynosit odpowiednio: 12,7 + 3,2, 76,0 £ 12,9, 51,3 £ 13,3 s. W przy-
padku szczurow wartosci te roznity si¢ w zaleznosci od gatunku i wynosity: 130,5 £
22,811 151,1 + 8,2 s. Inne badania [7] przeprowadzone in vitro pokazaty, ze H,S
dodany do probek homogenatow (8 mg biatka/ml) mézgu, watroby i serca szczura
oraz roztworu surowicy ptodu wolowego (8 mg biatka/ml), bardzo szybko reaguje
z biatkami. W homogenacie watroby caty H,S (3,33 pumol/l) jest wiazany prawie
natychmiast, natomiast w homogenatach serca i mozgu odpowiednio po 10 i 30 min.
Najwolniej reakcja ta zachodzi w roztworze surowicy ptodu wotowego i po 30 min.
ok. 60% wolego H,S pozostaje w surowicy. Zanik siarkowodoru, jak rowniez meta-
notiolu, dodanych do homogenatu btony §luzowe;j jelita szczura, w stezeniu 40 ppm,
nastgpuje po 60 min [27].

Sposobem pozwalajacym na zabezpieczenie przed niepozadanymi reakcjami
zachodzacymi w czasie przechowywania jest przeprowadzenie siarkowodoru w sta-
bilng pochodna. Do tego celu wykorzystane sa czgsto sole cynku lub kadmu [5, 12,
23], ktore wytracaja siarczki w postaci nierozpuszczalnych soli ZnS lub CdS. Doda-
nie octanu cynku do homogenatéw katu umozliwia przechowywanie tych probek,
bez zmian st¢zenia siarczkow, przez okres 6 miesigcy, w temp. 4°C [12]. W innym
przypadku probki biologiczne poddano reakcji derywatyzacji z monobromobima-
nem, a uzyskane roztwory, zawierajace pochodng siarczkow, przechowywano w temp.
-80°C [31].

2.2. HOMOGENIZACJA

Panuje przekonanie, ze utrudnienia w analizie probek biologicznych rosna wraz
ze zmniejszaniem si¢ stopnia ptynnosci analizowanego materiatu. To oznacza, ze
najlatwiej analizuje si¢ tkanki plynne, rozpoczynajac od ptynu mézgowo-rdzenio-
wego, poprzez tzy, pot, §ling, mocz, z6t¢, osocze, a na petnej krwi konczac. Wigcej
trudnosci w analizie sprawiaja tkanki stale, ktore mozna uszeregowac wedtug rosnacej
gestosci, poczawszy od kalu, mozgu, serca, nerek, watroby, pluc, migéni, a na kos-
ciach konczac.
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Siarkowodor najczegsciej jest oznaczany w osoczu, krwi oraz w tkankach sta-
tych takich jak: mozg, serce, ptuca, watroba, nerki i kat. Tkanki stale przed analiza
na zawarto$¢ siarkowodoru poddawane sg homogenizacji, ktéra prowadzi do roz-
drobnienia i ujednorodnienia probki. Najczes$ciej homogenizacja prowadzona jest
w lodowatym buforze fosforanowym o réznym pH: 5,7 [32], 6,8 [24, 33], 7,4 [12,
25, 34], 8,0 [23], lub roztworze wodorotlenku sodu o st¢zeniu 10 mmol/L [9, 10].
Do homogenizacji tkanek uzywano réwniez buforu boranowego o pH 9,0 [7], 0,9%
roztworu NaCl [29], soli fizjologicznej buforowanej fosforanami [19], czy lodowa-
tego odczynnika usuwajacego biatko [35]. Stosowanie do homogenizacji buforéw
o zbyt niskim lub wysokim pH moze prowadzi¢ do zafatszowania uzyskanych wyni-
kéw. W srodowisku kwasnym wzrasta stgzenie czasteczek niezdysocjowanego siar-
kowodoru, ktéry moze ulatniac si¢ z probek, a ponadto moze dochodzi¢ do uwalnia-
nia dodatkowych czasteczek H,S glownie z centrow zelazowo-siarkowych biatek
czy enzymow, frakeji siarki kwasowo labilnej. Natomiast zastosowanie zbyt wyso-
kiego pH moze powodowa¢ utlenianie jonéw HS i S* do S,07, S,0%, SO,
a ostatecznie do SO; . Aby zapobiega¢ reakcjom utleniania, probki mozna przetrzy-
mywac¢ pod gazem obojgtnym z dodatkiem odczynnika chelatujacego $lady metali
cigzkich, katalizujacych procesy utleniania [1]. W celu zatrzymania reakcji utlenia-
nia do probek dodawano antyutleniaczy [5, 22, 30, 36].

2.3. UPRASZCZANIE MATRYCY

Probki biologiczne naleza do najbardziej ztozonych spos$rod probek bedacych
przedmiotem zainteresowania chemika analityka. Ich matryce sktadaja si¢ z duzej
liczby sktadnikoéw o réznym stgzeniu. Obiektowi analitycznemu o stgzeniu $lado-
wym lub ultrasladowym towarzysza czgsto substancje o podobnych wiasciwosciach
fizykochemicznych i duzym stgzeniu. Komponenty matrycy moga reagowa¢ mig-
dzy soba oraz z obiektem analitycznym, co w konsekwencji prowadzi do btednych
wynikow. W zwiazku z powyzszym probki musza by¢ cz¢sto poddawane operacjom
wstepnym, polegajacym na upraszczaniu, czy wydzielaniu sktadnika z matrycy.

Siarkowodor jest lotnym gazem, w zwiazku z tym, do wyodrgbniania go z pro-
bek biologicznych, stosowana jest czgsto ekstrakcja gaz—ciecz, wykorzystujaca zja-
wisko podziatu lotnych zwiazkéw pomigdzy fazg gazowa i ciekla. Podczas oznacza-
nia siarkowodoru lub kwasowo labilne;j siarki w tkankach szczura [29], przez naczynie
zawierajace homogenaty tkanek przepuszczany byt azot, ktéry nastepnie wprowa-
dzano do naczynia zawierajacego wodorotlenek sodu o st¢zeniu 0,1 mol/l. Do homo-
genatow, w ktorych oznaczana byta kwasowo labilna siarka, przed ekstrakcja doda-
wano 50% kwas fosforowy(V). Ekstrakcje¢ prowadzono w temperaturze pokojowej
przez 20 min, a uzyskany roztwor siarczku sodu byt poddawany dalszej procedurze
analitycznej. Inna technika, stosowana do wydzielania siarkowodoru, oparta na eks-
trakcji gazem, jest analiza fazy nadpowierzchniowej (ang. headspace analysis).
Polega ona na badaniu par bedacych w rownowadze termodynamicznej z roztwo-
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rem czy cialem statym. Probki zawierajace siarczki umieszcza si¢ w szczelnie zamy-
kanych naczyniach i dodaje kwas trichlorooctowy [9, 10] badZ fosforowy(V) [29].
Tak przygotowane roztwory podaje si¢ inkubacji w temperaturze 37°C przez 0,5
godz. [9, 10], albo 40°C przez 1 godz. [29]. Dodanie kwasu bezposrednio do homo-
genatu tkanek [9, 10], ktorego celem jest przeprowadzenie siarczkow w lotny siar-
kowodor, powoduje dodatkowo uwalnianie H,S z frakcji kwasowo labilnej siarki.
W zwiazku z tym uzyskane zawartosci sa suma wolnego siarkowodoru oraz kwa-
sowo labilnej siarki.

Poza ekstrakcja gaz—ciecz do wydzielania siarkowodoru stosowana jest mikro-
destylacja [12, 13]. Zbudowany przez badaczy zestaw do mikrodestylacji sktadat si¢
z polaczonych ze soba dwoch naczyn. Do pierwszego wprowadzono badana probke,
a do drugiego wodorotlenek sodu o stgzeniu 1 mol/l, w ktorym absorbowany byt
H,S uwolniony z probki. Do naczynia z probka dodano stgzony HCl i ogrzewano
w lazni wodnej w temperaturze 50°C, a caly uktad przedmuchiwano strumieniem
azotu. Proces mikrodestylacji prowadzono przez 3 godz., a uzyskany roztwor siarczku
sodu analizowano technika chromatografii jonowej [12, 13]. Zbadany odzysk metody
dla siarczkéw dodanych do homogenatu katu oraz petnej krwi, miescit si¢ odpo-
wiednio w przedziatach 92—-108 oraz 81-102% [12].

Innym sposobem wydzielenia H,S z matrycy jest wykorzystanie mikrodyfuzji
prowadzonej w naczyniu Conway’a, ktore sktada si¢ z umieszczonych wspotsrod-
kowo komor. Do komory wewnetrznej wprowadza si¢ roztwor wodorotlenku sodu,
w ktorym absorbowany jest siarkowodor, a do zewnetrznej probke zmieszana z kwa-
sem siarkowym(VI). Proces mikrodyfuzji w przypadku czerwonych komorek krwi
cztowieka [14] przebiegal w temperaturze pokojowej, przez 1 godz., podczas gdy
homogenaty watroby, ptuc, nerek oraz migéni uda szczura [11] podawano mikrody-
fuzji w temp. 37°C przez 1,5 godz. Podobnie jak w przypadku mikrodestylacji czy
analizy fazy nadpowierzchniowej, dodanie kwasu do probki biologicznej moze zafal-
szowa¢ wynik poprzez dodatkowo uwalnianie H,S z frakcji kwasowo labilnej siarki.

Skuteczna metoda separacji siarkowodoru z homogenatu tkanek polegata na
zastosowaniu sproszkowanego srebra, na ktorym adsorbowany byt H,S w postaci
Ag,S [7]. Reakcjg prowadzono w srodowisku alkalicznym, w temperaturze 37°C,
przez 2 godz. W metodzie tej zastosowano Triton X-100 w celu usunigcia biatek
zaadsorbowanych na czastkach srebra. Nastepnie siarczek srebra rozktadany byt do
siarkowodoru poprzez dodanie tiomocznika i kwasu siarkowego(VI) do czastek
wolnych od biatka. Metoda ta pozwala na wykluczenie czgsto popetnianego btedu
polegajacego na réwnoczesnym wydzielaniu z homogenatéw siarkowodoru i frak-
cji kwasowo labilnej siarki.

2.4. DERYWATYZACJA

Stezenie siarkowodoru oraz siarczkéw w probkach biologicznych najczesciej
jest oznaczane z wykorzystaniem spektrofotometrow. Wodne roztwory siarkowo-
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doru o pH z przedziatu 3-5,5 praktycznie nie absorbuja promieniowania UV. Nato-
miast widmo absorpcji alkalicznego roztworu siarczkéw, w ktorym obecne sa jony
wodorosiarczkowe (pH 8-10), posiada maksimum przy 230 nm [37]. W tym zakre-
sie promieniowania UV moga absorbowa¢ inne zwiazki obecne w probkach biolo-
gicznych, wobec tego bezposrednie oznaczanie siarczkow metoda spektrofoto-
metryczng moze by¢ stosowane tylko do prostych roztworéw wodnych [37]. W przy-
padku ztozonych probek biologicznych, w oznaczaniu siarczkow wykorzystuje si¢
reakcje derywatyzacji. Derywatyzacja polega na reakcji chemicznej analitu z odpo-
wiednim odczynnikiem, w wyniku ktérej substancja bedaca przedmiotem analizy
zyskuje niezbedne dla danej metody witasciwosci. Modyfikacja analitu jest stoso-
wana, gdy istnieje niekompatybilno$¢ substancji analizowanej ze stosowanym detek-
torem, niemozno$¢ rozdzielenia substancji w swej pierwotnej postaci, czy koniecz-
no$¢ zwickszenia zakresu liniowosci metody [38].

W ostatnim dziesigcioleciu najczesciej stosowanym odczynnikiem derywaty-
zujacym do oznaczania siarkowodoru w probkach biologicznych jest 4-amino-N,N-
dimetyloanilina [1, 5, 6, 8, 11, 23-25, 34, 39]. Reaguje on z siarczkami w stosunku
molowym 2 : 1, w obecnosci jonéw zelaza(Ill), co ilustruje Schemat 1. Powstajacy
w reakcji biekit metylenowy absorbuje promieniowanie z zakresu widzialnego (mak-
simum absorpcji ok. 670 nm). Otrzymana pochodna siarczkoéw jest stabilna i jej
stezenie w probce utrzymuje si¢ na poziomie 95% przez cztery dni [6].
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W podobny sposdb, w obecnosci jonow zelaza(Ill), reaguje z siarczkami 1,4-di-
aminobenzen (Schemat 2). W wyniku reakcji powstaje tionina, ktorej st¢zenie moze
by¢ oznaczane spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 600 nm, badz spektrofluo-
rymetrycznie, po separacji HPLC, przy fali wzbudzenia 600 nm i emisji 623 nm
[6, 14]. Reakcja derywatyzacji siarczkéw przy pomocy 1,4-diaminobenzenu prze-
biega z najwigksza wydajnos$cia, wynoszaca 60%, w pH ponizej 1, w ciagu 10 min.,
a powstajaca pochodna — tionina — jest stabilna co najmniej przez tydzien [14].
Stosowanie kwasnego Srodowiska reakcji wiaze si¢ z jednej strony z niebezpieczen-
stwem utraty lotnego siarkowodoru, a z drugiej moze prowadzi¢ do uwalniania dodat-
kowych czasteczek H,S z biatek (tzw. kwasowo labilnej siarki), w probkach biolo-
gicznych.
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Do oznaczania zawartosci siarczkow w probkach biologicznych czy srodowis-
kowych réwniez znalazt zastosowanie monobromobiman, ktory reaguje selektyw-
nie z siarczkami (Schemat 3), tiolami, siarczanami(IV) i tiosiarczanami [31, 40].
Reakcja siarczkow z monobromobimanem w probkach biologicznych prowadzona
jest w srodowisku alkalicznym (pH = 8), w temperaturze pokojowej, w ciemnosci,
w ciagu 1 godz. [41]. W przypadku probek srodowiskowych czas derywatyzacji
wynosi 30 min. [40]. W wyniku przeprowadzonej w ten sposob reakcji powstaje
fluoryzujaca pochodna, ktorej st¢zenie jest oznaczane, po separacji chromatogra-
ficznej, z wykorzystaniem detektora fluorescencyjnego, przy falach wzbudzenia
i emisji odpowiednio 390 1 480 nm [31], czy 380 1 480 nm [40], badZz 396 1 476 nm
[41]. Wada monobromobimanu jest to, ze sam odczynnik takze fluoryzuje i jego pik
jest widoczny na chromatogramie [31]. Odczynnik ten gldwnie byt stosowany do
oznaczania siarczkow uwolnionych z probki za pomoca obnizenia pH [31] badz
ditiotreitolu [41].
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2.5. WYTRACANIE BIALEK

Probki zawierajace biatka, w wigkszos$ci przypadkow, powinny by¢ ich pozba-
wione przed koncowa analiza. Wprowadzenie biatek, np. do systemu HPLC, powo-
duje szybki spadek sprawnosci kolumny i wzrost oporu, ktory powoduje podwyz-
szenie ci$nienia fazy ruchome;.

Popularna metoda oddzielenia biatek od analitu jest ich wytracanie, przy zasto-
sowaniu odpowiednich odczynnikdéw lub temperatury 1 nast¢pnie saczenie badz wiro-
wanie. Najczgsciej biatka sa wytracane przy uzyciu roztworé6w kwasow, rozpusz-
czalnikdéw organicznych czy soli [42, 43]. Mechanizm wytracania biatka jest rozny
w zaleznosci od zastosowanych odczynnikéw. W roztworach silnie kwasnych, poni-
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zej punktu izoelektrycznego, bialka posiadaja netto fadunek dodatni i tworza nie-
rozpuszczalne sole z kwasami takimi jak trichlorooctowy czy chlorowy(VII). Wytra-
canie biatka poprzez dodanie soli (wysalanie) polega na powstrzymywaniu hydrata-
cji biatka na korzys$¢ hydratacji jonéw zawartych w soli. Powoduje to usunigcie
wody z powierzchni hydrofobowych bialek, nastgpstwem czego jest wzrost oddzia-
tywan pomigdzy grupami hydrofobowymi bialek, co prowadzi do ich agregacji
i wytracania. Dodanie rozpuszczalnika organicznego mieszalnego z woda (aceton,
acetonitryl, czy metanol) obniza stala dielektryczna roztworu biatka, co zwigksza
przyciaganie pomigdzy naladowanymi czasteczkami i utatwia elektrostatyczne
oddziatywania biatka. Ponadto rozpuszczalnik organiczny wypiera przytaczone czas-
teczki wody z fragmentow hydrofobowych biatka, ulatwiajac jego agregacje i wytra-
canie. Przy wytracaniu bialek nalezy rozwazy¢ mozliwo$¢ wspotwytracania analitu
i wptywu $srodowiska na jego trwatos¢. W przypadku stosowania rozpuszczalnika
organicznego, wazne jest aby rozpuszczalnik ten bardzo dobrze rozpuszczat analit,
gdyz niektore zwiazki moga si¢ adsorbowac na wytracanych biatkach.

W metodach stosowanych do oznaczania siarkowodoru w probkach biologicz-
nych, do wytracania protein, najczgs$ciej wykorzystuje si¢ kwas trichlorooctowy
[23-25, 30, 33], badz acetonitryl [31].

3. ANALIZA KONCOWA

Ze wzgledu na wlasciwos$ci fizykochemiczne siarkowodoru, a przede wszyst-
kim duza jego reaktywnos$¢ oraz ztozonos¢ matrycy biologicznej, oznaczanie jego
zawarto$ci w probkach biologicznych nie jest fatwym zadaniem. Do jego oznacza-
nia w probkach biologicznych najczesciej stosowane sa metody opierajace si¢ na
technikach takich jak spektrofotometria, chromatografia czy potencjometria. W lite-
raturze postulowane sa niezwykle wysokie jego stezenia, ktore w osoczu (lub suro-
wicy) krwi zdrowego czlowieka wynosza od ok. 1 pmol/l [6] do ponad 80 umol/l
[3, 22], a u pigciu 0s6b z szokiem septycznym $rednia zawarto§¢ wynosita 150 pmol/l
[34]. Liczby te sugeruja, ze ciato ,,zalane” jest siarkowodorem. Nalezy tu wspom-
nieé, ze jesli w laboratorium przygotuje si¢ roztwor standardowy siarczku sodu czy
wodorosiarczku sodu o stezeniu porownywalnym do postulowanego w literaturze
jako fizjologiczne, to roztwory te posiadaja charakterystyczny ostry zapach, ktory
nie towarzyszy $wiezemu osoczu czy homogenatom tkanek. Moze to oznaczac, ze
we wspomnianych metodach analitycznych jako siarkowodor oznaczane sa tez inne
formy siarki.

3.1. SPEKTROFOTOMETRIA

Spektrofotometria w zakresie nadfioletu i promieniowania widzialnego jest jedna
z najstarszych metod instrumentalnych w analizie chemicznej. Metoda spektrofoto-
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metrycznego oznaczania siarkowodoru z wykorzystaniem 4-amino-N,N-dimetylo-
aniliny (Schemat 1) jako odczynnika derywatyzujacego (opisanego w sekcji 2.4.),
znana w literaturze jako metoda biekitu metylenowego, znajduje szerokie zastoso-
wanie do oznaczania st¢zenia H,S w tkankach pobranych od cztowieka [6, 8, 34]
izwierzat [6, 11, 23-25, 34], czy w hodowlach komérek [33]. Oznaczone endogenne
zawartos$ci siarkowodoru ta metoda, w zalezno$ci od rodzaju probki biologiczne;j,
wynosity: tkanka korowa szczura 11 nmol/g [23], osocze szczura 299,6 + 12,4 umol/l
[24], komorki trzustki myszy 10,5 + 0,8 umol/l homogenatu [25], osocze myszy
34,1 £ 0,7 umol/1 [34].

W metodach spektrofotometrycznych charakter zaleznosci miedzy wielkoscia
mierzong (absorbancja) a stgzeniem znany jest na podstawie prawa Lamberta-Beera,
opisujacego liniowa zalezno$¢ absorbancji od st¢zenia. Jednakze wykorzystanie tej
zaleznos$ci w praktyce napotyka na pewne ograniczenia. Roztwory bigkitu metyle-
nowego spetniaja prawo Lamberta-Beera przy bardzo duzym rozcienczeniu, to jest
gdy stezenie jest nizsze od 1 pmol/l. W wyzszym stezeniu i w obecno$ci duzej ilosci
anion6éw tworzone sa dimery i trimery biekitu metylenowego, ktoére absorbuja pro-
mieniowanie odpowiednio przy 610 i 595 nm. Jesli stgzenie bigkitu metylenowego
wynosi 100 pmol/l, to tylko 55% jego wystepuje w formie monomeru [1]. W zwiazku
z tym, jesli pracuje si¢ z probkami w ktorych stezenie siarczkow jest wigksze od
10 umol/l, to absorbancja roztworu ro$nie wraz z rozcienczeniem probki, gdyz roz-
cienczenie prowadzi do wzrostu stezenia monomeru a spadku dimeru. Nieuwzgled-
nienie tego faktu w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem metody btekitu
metylenowego moze powodowa¢ duze bledy w oznaczeniach stgzenia siarkowo-
doru.

3.2. CHROMATOGRAFIA CIECZOWA

Do oznaczania siarkowodoru w probkach biologicznych znalazta zastosowanie
technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w potaczeniu z fluores-
cencyjnym badz elektrochemicznym sposobem detekcji [6, 12—14, 29, 31, 41].

Detektory fluorescencyjne sa bardzo czute i selektywne w stosunku do anali-
tow wykazujacych fluorescencje. Siarczki i siarkowodor nie wykazuja fluores-
cencji, dlatego poddawane sa reakcji derywatyzacji z monobromobimanem (Sche-
mat 3) badz 1,4-diaminobenzenem (Schemat 2), co opisano w sekcji 2.4. Powstata
pochodna siarczku z monobromobimanem jest separowana, od innych sktadnikow
probki, na kolumnach niepolarnych w odwrdéconym uktadzie faz [31, 41]. Opisana
w literaturze metoda oznaczania catkowitego st¢zenia siarczkéw w krwi i plynie
z jamy wieloszczetow (Riftia Pachyptila) charakteryzuje si¢ duza czuloscia, granica
wykrywalnos$ci wyznaczona dla roztworéw standardowych jest rowna 0,4 pmol/l
[31]. Powtarzalnos$¢ i odtwarzalno$¢ metody, wyrazona wzglednym odchyleniem
standardowym, wynosi odpowiednio 0,5% 1 5,0%. Uzyskano liniowa zalezno$¢ wska-
zan detektora od stgzenia siarczkow dla dwoch zakresow: 0—150 1 150—-800 umol/L.
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Stezenia siarczkéw uwolnionych w niskim pH, w probkach krwi i ptynie z jamy
wynosity odpowiednio 354 + 23 umol/l i 73 + 58 pmol/l. Metoda ta pozwala na
roOwnoczesne oznaczanie, obok siarkowodoru, tiosiarczanoéw, cysteiny i glutationu.
W przypadku oznaczania siarki zwigzanej w surowicy krwi cztowieka probki pod-
dawane byty redukcji z ditiotreitolem, przeptywowej dializie, derywatyzacji z mono-
bromobimanem i analizie HPLC [41]. Czuto$¢ metody pozwala na oznaczenie siarcz-
kéw zwiazanych w stezeniu 0,5 pmol/l. Stezenie siarczkéw uwolnionych ditiotrei-
tolem w surowicy wynosito 1,3 £ 0,6 umol/l. Jesli probki surowicy nie byty reduko-
wane ditiotreitolem, to nie wykryto w nich siarczkow. Metoda ta rOwnocze$nie mozna
oznaczac tiosiarczany i siarczany(I'V). Technika chromatografii par jonowych (ang.
jon pair chromatography) zostata zastosowana do oznaczania st¢zenia siarczkow
w krwinkach czerwonych [14]. Pochodna siarczkéw z 1,4-diaminobenzenem, tio-
nina, byta separowana od pozostatych sktadnikow probki na kolumnie C-8, a odczyn-
nikiem tworzacym pary jonowe byl dodecylosiarczan sodu. St¢zenia H,S w upako-
wanych komorkach czerwonych krwi, dla dziesieciu zdrowych osdb, miescity si¢
w przedziale 0,123—-0,189 pmol/l. Opisana metoda jest czuta i precyzyjna, granica
wykrywalno$ci wynosi 1,5 nmol/l a wzgledne odchylenie standardowe (RSD) nie
przekracza 9%. Wada tej metody jest niski odzysk siarczkéw dodanych do czerwo-
nych komorek krwi, wynoszacy 54,1-60,5%.

Detektory elektrochemiczne stosowane w HPLC umozliwiaja bezposrednie
oznaczanie siarczkow bez konieczno$ci przeprowadzania reakcji derywatyzacji.
Najczesciej stosowane jest potaczenie detekcji elektrochemicznej z chromatografia
jonowa [12, 13, 29]. W celu oznaczenia st¢zenia siarczkéw w kale oraz petnej krwi
cztowieka, probki po mikrodestylacji (sekcja 2.3.) byly separowane na kolumnie
jonitowej, a sygnat rejestrowany za pomoca detektora elektrochemicznego z pracu-
jaca elektroda srebrowa [12]. Opisana metoda jest czuta i precyzyjna, granica wykry-
walno$ci wynosi 2,5 pmol/l, a RSD 3,9%. Krzywa kalibracyjna ma charakter liniowy
w zakresie stezen 10-1000 pmol/l. Stezenia siarczkow w kale 15 ochotnikow,
w zalezno$ci od ilo$ci spozytego migsa, rosto od 164 nmol/g do 754 nmol/g mokre;j
masy. W pelnej krwi nie zaobserwowano takiej zaleznosci i stgzenie siarczkow mies-
cito si¢ w przedziale 25-47 umol/l. Wada tej metody jest osadzanie siarczku srebra
na powierzchni elektrody pracujacej, w zwiazku z tym elektroda byta czyszczona
codziennie, po wykonaniu 80 analiz. Opisana metoda zostala rowniez zastosowana
do badania wptywu metali i azotanéw na stgzenie siarkowodoru [13]. Potaczenie
chromatografii jonowej z detekcja konduktometryczna zastosowat Ubuka [29] do
oznaczania siarkowodoru i kwasowo labilnej siarki w homogenatach serca i watroby
szczura. Siarkowodor byl oznaczany po utlenieniu do siarczanéw(VI1) nadtlenkiem
wodoru w srodowisku alkalicznym. Metoda pozwala ma wykrycie 20 pmol siarcza-
now(VI). Charakter liniowy krzywej kalibracyjnej byt sprawdzony dla zakresu
0,3—-10 nmol. W badanych prébach watroby i serca nie znaleziono wolnego siarkowo-
doru. Metoda pozwala na rownoczesne oznaczanie tiosiarczanow.
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3.3. CHROMATOGRAFIA GAZOWA

W chromatografii gazowej (GC) najbardziej rozpowszechnionym detektorem
jest detektor ptomieniowo-jonizacyjny. Do oznaczania siarkowodoru w probkach
biologicznych technika GC najczesciej stosowane sa dwie odmiany tego detektora:
detektor ptomieniowo-fotometryczny, ktory jest selektywny wzgledem zwiazkdéw
fosforu i siarki oraz detektor siarkowy chemiluminescencyjny, ktory stuzy do wykry-
wania bardzo malych ilosci zwiazkow siarki. Potaczenie chromatografu gazowego
z detektorem siarkowym chemiluminescencyjnym zastosowano do oznaczania siar-
kowodoru w homogenatach watroby i mozgu myszy [32] oraz $ledzenia metabo-
lizmu siarkowodoru i metanotiolu w btonie §luzowej jelita §lepego [27]. W obu
przypadkach autorzy wykorzystuja kolumng pakowana i azot jako gaz no$ny. Zasto-
sowanie opisanych w artykule warunkéw chromatograficznych [32] pozwala na
wykrycie 1 ppb H,S w piku. Analizie chromatograficznej poddawany byt gaz pobrany
znad homogenatu tkanek. W homogenatach watroby i mézgu o$miu myszy stezenie
siarkowodoru wynosito odpowiednio 17 + 2,6 nmol/l i 14 + 3,0 nmol/l. Natomiast
detektor pfomieniowo-fotometryczny zostat uzyty do oznaczenia H,S i kwasowo
labilnej siarki w homogenatach serca i watroby szczura [29]. Liniowo$¢ krzywej
kalibracyjnej byta sprawdzona dla zakresu 10—100 nmol siarczku sodu dodanego do
probki przed jej ekstrakcja gaz—ciecz. Odzysk metody obliczony dla réznych stezen
siarczku sodu dodanego do homogenatu tkanek wynosi 103,2 + 6,5%. W badanych
probach watroby i serca nie znaleziono wolnego siarkowodoru, za$ stgzenie kwa-
sowo labilnej siarki wynosito odpowiednio 112,2 + 23,0 i 274,1 £ 34,6 nmol/g
mokrej tkanki. Metode opisana w 1977 do oznaczania zwigzkdéw zawierajacych siarke
w powietrzu miejskim [44], stosujaca detektor ptomieniowo-fotometryczny, zasto-
sowano do wyznaczenia stgzenia H,S w homogenatach mézgu myszy [9] i czto-
wieka [10]. W probkach mozgu, pobranych podczas sekcji od 0s6b bez i z choroba
Alzheimera, $rednie stgzenia siarkowodoru wynosily odpowiednio 0,49 + 0,07
10,22 + 0,05 nmol/mg biatka [10]. W mdzgach myszy nie wytwarzajacych CBS nie
stwierdzono obecnosci H,S, podczas gdy w moézgu dzikich myszy stezenie H,S byto
réwne 16,0 = 0,32 nmol/mg biatka [9].

Potaczenia chromatografu gazowego z detektorem termokonduktometrycznym
uzyto do wyznaczenia rozmieszczenia siarkowodoru w organach szczuréw odurzo-
nych siarkowodorem [11]. Metoda charakteryzuje si¢ dobra powtarzalnoscia, wyra-
zong jako wzgledne odchylenie standardowe, wynoszaca 5,84%. Krzywa kalibra-
cyjna sporzadzono dla zakresu 0,22-5 mg/10 ml H,S.

3.4. METODY ELEKTROANALITYCZNE

Wsrod metod elektroanalitycznych, stosowanych do oznaczania siarkowodoru
w probkach biologicznych, najbardziej rozpowszechniona jest metoda potencjo-
metryczna. Wykorzystuje ona zalezno$¢ migdzy stgzeniem oznaczanego jonu w roz-
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tworze (siarczkow) a potencjatem elektrycznym odpowiedniej elektrody. Do ozna-
czania H,S rozpuszczonego w roztworach wodnych stosuje sig elektrodg jonoselek-
tywna wrazliwg na siarczki. Posiada ona stala membrane wykonang z monokrysz-
talu siarczku srebra. Dobre przewodnictwo i1 bardzo mata rozpuszczalno$¢ siarczku
srebra sprawiaja, ze elektroda ta jest jedna z najlepszych elektrod wskaznikowych.
Jest ona czuta na anion siarczkowy i kation srebra w zakresie stezen 1-1072° mol/I,
nie jest wrazliwa na obecnos$¢ innych powszechnie wystepujacych anionow, za wyjat-
kiem jonoéw rteci(Il). Metode potencjometryczna zastosowano do oznaczania
zawartosci siarkowodoru w osoczu [22, 45] 1 surowicy [36] oraz do badania produk-
¢cji H,S przez komorki watroby [35]. Probki przed pomiarem alkalizowano i mie-
szano z buforem zawierajacym antyutleniacze [22, 35, 36]. Dodanie wodorotlenku
sodu czy potasu do probek powoduje przesunigcie statej dysocjacji H,S i HS
w kierunku jonow siarczkowych. Stgzenie siarkowodoru obliczano na podstawie
krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla standardowych roztwordéw siarczkow.
W osoczu krwi dzieci zdrowych i z samoistnym nadcisnieniem stezenie H,S wyno-
sito 65,7 £5,51 51,9 £ 6,0 umol/l [22]. Stezenia siarkowodoru w surowicy 0sob
zdrowych i z obturacyjna chorobg ptuc miescito si¢ odpowiednio w zakresach
33,0-37,9 pmol/l i 28,1-51,1 umol/l [36]. Wada metody potencjometrycznej jest
osadzanie si¢ na elektrodzie siarczkowej substancji zawartych w probkach biolo-
gicznych.

Obok metody potencjometrycznej, stosowanej do oznaczaniu siarkowodoru
w probkach biologicznych, znalazta zastosowanie metoda polarograficzna [19, 30].
Opracowana metoda oznaczania siarkowodoru w homogenatach tkanek, wykorzy-
stujaca czujnik polarograficzny PHSS (ang. Polarographic Hydrogen Sulfide Sen-
sor) jest czula i precyzyjna. Limit detekcji okreslono na 10 nmol/l, a doktadnos¢
metody, wyznaczona przy stgzeniu siarkowodoru 20 pmol/l, wynosita + 3% [19].
Dziatanie PHSS nie jest zaktocane obecnoscia licznych soli i zwiazkéw biologicz-
nych w badanych roztworach, dzigki zastosowaniu specjalnej polimerowej mem-
brany przepuszczalnej tylko dla siarkowodoru. Praca czujnika nie jest zakldcana
przez obecnos$¢ tlenu, tlenku azotu(Il), nadtlenku wodoru, a takze siarczanow(IV)
badz (VI) sodu, oraz innych zwiazkéw zawierajacych siarke takich jak cysteina,
glutation, cystyna, czy homocysteina. Jedynie obecnos$¢ cyjanku potasu i acetonu
w badanej probce moze powodowac zaktocenie mierzonego sygnatu. Metoda pola-
rograficzna zostata zastosowana do §ledzenia metabolizmu siarkowodoru w homo-
genatach tkanek szczura [19] i pstraga [30].

PODSUMOWANIE

Ze wzgledu na duza ztozono$¢ probki biologicznej i wlasciwosci fizykoche-
miczne siarkowodoru, oznaczanie jego st¢zenia jest procesem wieloetapowym, przez
co nietatwym. Wplyw na wyniki oznaczen ma niestabilno$¢ siarczkow, ich lotnos¢,
podatnos$¢ na utlenianie, adhezja na powierzchni szkta, blgdne uwalnianie siarko-
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wodoru pod wptywem réznych reagentéw. Te zjawiska moga prowadzi¢ do zanize-
nia lub podwyzszenia zawartosci siarkowodoru w badanych prébach.

Spektrofotometryczna metoda oznaczania siarczkow, zwana metoda biekitu
metylenowego, posiada prosta procedurg przygotowania probek i nie wymaga skom-
plikowanej aparatury do wykonania oznaczen. Jednak stosowanie tej metody do
probek biologicznych daje wyniki obarczone bledem, gdyz dodawane do probek
odczynniki (4-amino-N,N-dimetyloanilina, czy FeCl,) rozpuszczone sa w HCI. Doda-
nie kwasu do probek biologicznych bedzie powodowato uwalnianie siarkowodoru
ze zwiazkéw zawierajacych w swojej budowie siarke kwasowo labilng. Tym samym
btedem obarczone beda roéwniez metody HPLC i GC, jesli na etapie przygotowania
probek, podczas upraszczania matrycy, zastosowane zostana procedury mikrode-
stylacji czy ekstrakcji, wykorzystujace odczynniki zawierajace kwasy. W przypadku
metody potencjometrycznej badane probki mieszane sa z wodorotlenkiem sodu
o stezeniu 0,1 mol/l, co moze powodowac tatwe utlenianie siarczkow.

Wigkszo$¢ opisanych w literaturze metod nie rdznicuje wolnego siarkowodoru,
kwasowo labilnej siarki i siarki zwiazane;j.
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ABSTRACT

Among the so called non-covalent interactions the hydrogen bond (H-bond) is
probably the most frequently and the most thoroughly investigated. This is due to
the fact that H-bond plays an essential role in many physical, chemical and bioche-
mical processes. The strongest H-bonds are those assisted with additional effects,
as for instance the resonance assisted H-bonds (RAHBs). The concept of RAHB
was first proposed by Gilli and co-workers in 1989, and with the time it has become
one of the most thoroughly investigated aspects from the field of structural chemi-
stry. Originally, the definition of RAHB was directly connected with the resonance
effect acting in RAHB motif (either intra- or intermolecular). Many scientists were
exploring the phenomena of the RAHB. Thus, some controversies appeared in con-
nection with the extra stabilization of the RAHB if comparing with its “non-reso-
nance-assisted” counterparts. Some authors criticized the original explanation in-
troduced by Gilli et al. and proposed alternative mechanism responsible for the
relatively stronger H-bonding in the RAHB motifs. Since the resonance effect accom-
panying the formation of H-bridge in RAHBs is in fact a m-electron effect, it may
interact with other 7-electron effects acting in specific molecules, e.g. with substi-
tuent effect or aromatic 7-electron delocalization. In this way the mutual interaction
between different 7z-electron effects may occur, which may influence many physical
and chemical properties of molecular systems under consideration, as for instance
the strength of RAHB, local aromaticity, proton transfer barrier and many others.
In this paper a short review on the current state of knowledge on RAHB will be
presented. The special attention will be paid onto the interrelation between RAHB
and local aromaticity in derivatives of polycyclic aromatic hydrocarbons.

Keywords: resonance-assisted hydrogen bond, m-electron effect, aromaticity, aro-
matic hydrocarbons

Stowa kluczowe: wiazanie wodorowe wspomagane rezonansem, efekt m-elektro-
nowy, aromatyczno$¢, weglowodory aromatyczne
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1. WIAZANIE WODOROWE WSPOMAGANE REZONANSEM (RAHB)

Wiazanie wodorowe [1-8], cho¢ jest klasyfikowane jako stabe wiazanie che-
miczne, nalezy do jednych z najintensywniej badanych oddzialywan migdzyatomo-
wych. Jego unikalna natura jest Sci§le powiazana ze szczegolna budowa atomu
wodoru. Jak powszechnie wiadomo, atom wodoru nie posiada wewngtrznych powtok
elektronowych. Stad gestos¢ elektronowa w otoczeniu protonu — jadra atomu wodoru
— jest szczegolnie podatna na deformacje wynikajace z interakcji atomu wodoru
z innymi atomami. Mechanizm powstawania wigzania wodorowego ttumaczy si¢
wlasnie przesunigciem ggstosci elektronowej, pochodzacej od atomu wodoru, w kie-
runku atomu kowalencyjnie zwiazanego z tym atomem. W wyniku przesunigcia
gestosci elektronowej nastgpuje czgsciowe odstonigeie protonu i utworzenie czast-
kowego tadunku dodatniego w regionie atomu wodoru, potozonym przeciwlegle do
wspomnianego wigzania. W ten sposob odstaniany proton moze oddziatywac z innym
atomem posiadajacym nadmiar tadunku ujemnego (np. dysponujacym wolna para
elektronowa). Uproszczony mechanizm powstawania wigzania wodorowego przed-
stawiono na Schemacie 1.

5 of 5
D—H----©A

Schemat 1. Rozktad tadunkow czastkowych wyjasniajacy powstawanie wigzan wodorowych
Scheme 1. Partial charges distribution responsible for the formation of hydrogen bonds

Zgodnie z przedstawionym mechanizmem, D oznacza atom nalezacy do grupy
protono-donorowej DH, ktory posiada duza elektroujemno$¢ — najczesciej jest to
atom azotu, tlenu lub fluoru. Z kolei atom A, zwany akceptorem protonu, to atom
posiadajacy nadmiar tadunku ujemnego, najczgsciej jest to tlen, azot lub atom halo-
genu. Nalezy podkresli¢, ze taki klasyczny opis mechanizmu powstawania wiazania
wodorowego nie uwzglednia szeregu interakcji, rowniez posiadajacych charakter
typowy dla tego oddziatywania. Nalezy tu wspomnie¢ o wigzaniach wodorowych
typu C-H...A [9-11], D-H...w [12-15], czy tak zwanych wiazaniach diwodorowych
[16-20]. Specyficzny rozktad tadunkow czastkowych w mostku wodorowym (Sche-
mat 1) ma wptyw na jedna z najistotniejszych cech wiazania wodorowego, miano-
wicie na kierunkowy charakter tego oddzialywania. Latwo zauwazy¢, ze najkorzyst-
niejsza geometria mostka wodorowego bedzie geometria liniowa. Stad indywidu-
alne czasteczki, badz fragmenty danej czasteczki, oddzialujace poprzez wiazanie
wodorowe bgda dazyty do specyficznego rozmieszczenia w przestrzeni, sprzyjaja-
cego utworzeniu mostka wodorowego. Nalezy pamigtaé, ze inne konkurencyjne efek-
ty, chociazby efekt upakowania w krysztale; moze doprowadzi¢ do zaburzenia linio-
wej geometrii mostka wodorowego. Ostatecznie kierunkowy charakter wiazania wodo-
rowego jest szczegodlna cecha tego oddziatywania, odrdzniajacym je od innych sta-
bych oddziatywan, np. oddzialywan van der Waalsa — nie mniej jednak nalezatoby
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wspomnie¢, ze rowniez w przypadku oddzialywania van der Waalsa powszechnie
postrzeganych jako oddziatywania bezkierunkowe zaobserwowany byt ich ukierun-
kowany charakter [21]. Kierunkowo$¢ wiazania wodorowego wptywa istotnie na
sposob rozmieszczenia czasteczek w krysztale [22, 23] oraz na budowe makromole-
kul (np. strukture drugorzedowa biatek) [9, 24, 25].

Istnieje szereg kryteriow umozliwiajacych oszacowanie mocy wiazania wodo-
rowego. Prawdopodobnie najczgsciej stosowane z uwagi na ich powszechna dostep-
no$¢ sa kryteria geometryczne [26] Jest ogdlnie wiadomym, ze im krotszy kontakt
H...A, tym silniejsze wigzanie wodorowe. Czgsto stosowanym kryterium jest odleg-
tos¢ D...A, ktora przy uwzglednieniu wartosci kata D-H...A, jest zwiazana z moca
wigzania wodorowego, podobnie jak odleglos¢ H...A. To ostatnie kryterium jest
szczegolnie powszechne w krystalograficznych badaniach rentgenowskich z uwagi
na ograniczonga mozliwo$¢ wyznaczenia doktadnego potozenia atomow wodorowych.
Jak powszechnie wiadomo, atom wodoru formalnie posiada tylko jeden elektron,
nie posiada natomiast wewngtrznych powtok elektronowych. Ponadto, elektron
pochodzacy od atomu wodoru zazwyczaj jest zaangazowany w tworzenie wigzania
kowalencyjnego. W rezultacie ggstos¢ elektronowa pochodzaca od atomu wodoru
jest relatywnie niewielka, a jej maksimum jest przesunigte wzgledem jadra atomu
wodoru w kierunku atomu zwiazanego kowalencyjnie z atomem wodoru. Z drugiej
strony dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego zachodzi w wyniku interakcji z
elektronami. Stad wtasnie wyznaczenie doktadnego potozenia atomu wodorowego
jest trudne w oparciu o metody rentgenografii strukturalne;.

Jak juz wcze$niej wspomniano, liniowa geometria mostka wodorowego jest
najkorzystniejsza, stad najsilniejsze wigzania wodorowe zazwyczaj charakteryzuja
si¢ wlasnie liniowa geometrig. Wykazano rowniez, ze w przypadku niektorych ukta-
dow protono-donorowych (najczesciej grupy O-H) utworzeniu wiazania wodoro-
wego towarzyszy wydtuzenie wiazania D-H [26]. To ostatnie zjawisko pozwala na
stosowanie kryteriow spektroskopowych, bowiem wydhuzenie danego wiazania dono-
rowego, np. O-H, w widmie IR skutkuje przesunigciem drgania charakterystycz-
nego w kierunku fal czerwonych — mowi si¢ o tzw. red-shifting hydrogen bonds.
Znane s3 tez wiazania wodorowe, w ktorych przesunigcie drgania charakterystycz-
nego zachodzi w kierunku przeciwnym (sa to tzw. blue-shifting hydrogen bonds
zwane tez niewtasciwymi wigzaniami wodorowymi — improper hydrogen bonds)
[27-29]. Metody chemii kwantowej pozwalaja na bezposrednie wyznaczenie mocy
wiazania wodorowego w oparciu o parametry energetyczne ukladéw oddziatuja-
cych poprzez to wiazanie. W tym przypadku najczesciej stosuje si¢ podejscie bazu-
jace na metodzie supermolekularnej [30]. W przypadku wewnatrzczasteczkowych
wiazan wodorowych istnieja ograniczenia wynikajace z trudnosci w zdefiniowaniu
poduktadow. W takim przypadku, o ile to mozliwe, najczgsciej dokonuje sig porow-
nania parametrow energetycznych izomeréw konformacyjnych, rozniacych si¢ obec-
nos$cia badz brakiem wewnatrzczasteczkowego wiazania wodorowego — podejscie
to, bedzie blizej omdéwione w dalszej czgsci pracy. Skutecznym narzedziem do oceny
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mocy wiazania wodorowego jest rowniez analiza wlasnosci funkcji ggstosci elek-
tronowej w oparciu o teori¢ kwantowa o nazwie ,,Atomy w czasteczkach” (ang.
Atoms-in-molecules Quantum Theory, AIMQT) [31, 32]. Metoda AIMQT pozwala
na: oszacowanie mocy wigzania wodorowego lub dowolnego innego wiazania che-
micznego w oparciu o lokalne wtasciwosci funkceji gestosci elektronowej, mierzone
w charakterystycznych dla rozpatrywanego oddziatywania ekstremach funkcji;
a takze na skuteczne szacowanie mocy wewnatrzczasteczkowych wiagzan wodoro-
wych, w przypadku ktdrych nie jest mozliwe zastosowanie metody supermolekular-
nej.

Najsilniejsze wiazania wodorowe, a wigc te ktore maja najwigkszy wptyw na
oddzialujace czasteczki, to wigzania wodorowe wspomagane dodatkowymi efek-
tami. Jednym z rodzajow takich oddzialywan sa wiazania wodorowe wspomagane
rezonansem (ang. resonance-assisted hydrogen bonds, RAHB). Po raz pierwszy kon-
cepcja RAHB zostata zaproponowana prze Gastone Gilli i jego wspdtpracownikow
w 1989 roku [33] — zauwazyli oni, ze w motywach czasteczkowych, dla ktorych
uktad donorowy i akceptorowy protonu powiazane sa sekwencja wigzan umozliwia-
jacych sprzgganie m-elektronowe (w efekcie rezonansowym), wigzania wodorowe
sa wzglednie silniejsze od tych w ktorych takie sprzgganie nie moze wystapic.
Ponadto zauwazyli, ze w przypadku tego typu motywow czasteczkowych utworze-
niu wigzania wodorowego towarzyszy skrocenie wiazan formalnie pojedynczych
oraz wydtuzenie wiazan formalnie podwojnych. Schemat 2 przedstawia czastecz-
kowe motywy wiazan wodorowych, w ktoérych wystepuja zjawiska zaobserwowane
przez Gilliego i in. [33].

. o) o} 0 0 . 0 o} o) o)
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(a) stabsze w.w. (b) silniejsze w.w. oraz czg$ciowe

wyrdéwnanie dtugosci wiazan CC i CO

(c) silne w.w oraz czg$ciowe wyrdwnanie
dhugosci wigzan CC i1 CO w formie zamknietej
Schemat 2. Przyktadowe struktury czasteczkowe rozpatrywane przez Gilliego i in. (ww. oznacza wiazanie

wodorowe)
Scheme 2. Example molecular structures considered by Gilli et al.



WIAZANIE WODOROWE WSPOMAGANE REZONANSEM A AROMATYCZNOSC 269

Zgodnie z zatozeniami koncepcji RAHB oddziatywanie to jest dodatkowo stabi-
lizowane przez udzial odpowiedniej struktury rezonansowej. Pierwowzorem dla
wewnatrzczasteczkowego oddziatywania typu RAHB jest czasteczka aldehydu malo-
nowego, ktéra moze wystegpowaé w formie guasi-pierscienia utworzonego poprzez
mostek wodorowy (Schemat 2¢) — tworzeniu wigzania wodorowego towarzyszy skro-
cenie wiazan C-O, C-C oraz wydhizenie wigzan C=0, C=C. Latwo zauwazy¢, ze
sekwencja wiazan formalnie pojedynczych i podwdjnych pozwala w tym przypadku
na sprzgganie r-elektronowe donora i akceptora protonu. Mozna to przedstawié za
pomoca udziatu struktury rezonansowej pokazanej na Schemacie 3.
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Schemat 3. Efekt rezonansowy w aldehydzie malonowym
Scheme 3. Resonance effect in malonaldehyde

Jak wida¢ na Schemacie 3 udziat formy rezonansowej z rozdzielonym tadun-
kiem bedzie przyczynial si¢ do obnizenia tadunku czastkowego we fragmencie dono-
rowym protonu, zwigkszajac jego wiasciwosci elektrono-akceptorowe. W wyniku
tego atom D bedzie silniej $ciagal tadunek z przytaczonego atomu wodoru, skutecz-
niej odstaniajac proton, a tym samym zwigkszajac czastkowy tadunek dodatni na
atomie wodoru. Jednocze$nie udziat tej formy rezonansowej bedzie zwigkszat nad-
miar tadunku ujemnego na akceptorze protonu A, zwigkszajac jego wlasciwosci
protonoakceptorowe. Taki mechanizm wspomagania wiazania wodorowego rezonan-
sem mozna réwniez zastosowac w przypadku oddziatywania miedzyczasteczkowego
(Schemat 2b).

Chociaz w oryginalnej koncepcji RAHB Gilli i in. wskazali, iz wiazania wodo-
rowe tego typu moga by¢ oddziatywaniami zaréwno migdzy- jak i wewnatrzczas-
teczkowymi to jednak w dalszym etapie badan skupili swoja uwage gtdéwnie na
oddziatywaniach wewnatrzczasteczkowych [34-39]. Od czasu wprowadzenia poj¢-
cia RAHB jest ono jednym z czgéciej analizowanych zagadnien chemii struktural-
nej. Warto rowniez dodaé, ze RAHB czgsto rozpatrywane jest w kontekscie przenie-
sienia protonu w mostku wodorowym. Ma to zwiazek z tym, ze wiazania wodorowe
tego typu najcze¢sciej charakteryzuja si¢ niska bariera przeniesienia protonu. [8, 40]

W roku 1997 ukazata si¢ publikacja [41], w ktorej Ramos i in. zaproponowali
alternatywne wyjasnienie wzmocnienia wigzania wodorowego Gilliego i in. [33].
Zgodnie z tym alternatywnym wyjasnieniem wzmocnienie oddziatywania w analo-
gach aldehydu malonowego jest raczej efektem geometrycznym, nie za$ efektem
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zwiazanym z udzialem form rezonansowych, sprzyjajacych wystapieniu wiazania
wodorowego (Schemat 4).

Y ~ \( %CZ
[T T
(a) (b)

Schemat 4. Uktady czasteczkowe badane w pracy [41]
Scheme 4.  Molecular motifs investigated in ref. [41]

Zgodnie z argumentacja Ramosa 1 in. [41] odlegto$¢ miedzy atomami wegla
C1 i C2 (Schemat 4) jest wigksza w ukladzie czasteczkowym (a), w poréwnaniu z
uktadem czasteczkowym (b) — jak uzasadniaja, jest to bezposrednio zwiazane z na-
pre-zeniem wystgpujacym w pierscieniu weglowym, ktore w rezultacie prowadzi do
wydhuzenia wiazania C1-C2. W konsekwencji odlegto$¢ w mostku wodorowym dla
uktadu (b) (Schemat 4) jest wicksza od tej w uktadzie (a) — prowadzi to do réznic
w mocy wigzania wodorowego. Na tej podstawie ci sami autorzy postuluja, ze sil-
niejsze wigzanie wodorowe w uktadzie (a), to efekt mniejszej odlegtosci w mostku
wodorowym, bedacej wynikiem relatywnie krotszego wiazania C1-C2. W dalszym
etapie prac rozwini¢to koncepcje¢ alternatywna do tejzaproponowanej przez Gilliego
i in. [33], argumentujac, ze wzmocnienie wiazania wodorowego w uktadach typu
RAHB jest zwiazane z efektem o-elektronowym, gtownie geometrycznym, nie zas
efektem m-elektronowym, zwigzanym z delokalizacjq (rezonansem) w odpowied-
nich motywach pier§cieniowych [42-44]. Latwo dostrzec tu analogi¢ do sporu
o pochodzenie innego, istotnego z punktu widzenia chemii, zjawiska, tj. aromatycz-
nosci. (Zainteresowanym zjawiskiem aromatycznosci goraco polecam tematyczne
wydanie Chemical Reviews oraz dwa artykuty, ktore ukazaty si¢ w jezyku polskim
w Wiadomosciach Chemicznych [45]). Od wielu lat na tamach pism specjalistycz-
nych prowadzona jest dyskusja, w ktorej cze$¢ specjalistow opowiada si¢ za aroma-
tycznoscia, jako efektem m-elektronowym, zwiazanym z delokalizacja wiazan typu
7, natomiast inna czgs$¢ specjalistow kontrargumentuje postulujac, ze wyréwnanie
wiazan np. w uktadach benzenoidowych jest efektem wptywu wiazan typu o [46,
47]. Nalezy jednak podkresli¢, ze krytyka koncepcji Gilliego i in. [33] zostata zbu-
dowana na bazie analizy jedynie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych,
w przypadku ktorych zawsze kontrowersyjne jest okreslenie mocy oddzialywania
(wspomniany wczesniej problem z definicja oddzialujacych poduktadéw). Przenie-
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sienie argumentacji przeciwnikow koncepcji RAHB na grunt oddziatywan migdzy-
czasteczkowych zakonczyloby si¢ niepowodzeniem — bowiem jak wyjasnic silniej-
sze wiazanie wodorowe w uktadach pokazanych na Schemacie 2b wzgledem tych
ze Schematu 2a, jesli nie udzialem odpowiednich struktur rezonansowych z roz-
dzielonym fadunkiem. W przypadku oddziatywan migdzyczasteczkowych nie moze
wystapi¢ wymuszone przez efekty o-elektronowe skrocenie odlegltosci H...A. W ciagu
ostatnich lat pojawito si¢ wiele prac (niektore dyskutowane w dalszej czgsci tego
artykutu), w ktérych wykazywana jest §cista relacje pomigdzy moca wiazania wodo-
rowego typu RAHB, a struktura z-elektronowa uktadow [40, 48—65].

Nalezatoby nadmieni¢, ze charakter wigzania C1-C2 przedstawionego na Sche-
macie 4 ma faktycznie istotne znaczenie dla mocy RAHB, jednak rola ta raczej
sprowadza si¢ do udziatu elektronow 7 w tym wiazaniu i mozliwosci ich zaangazo-
wania w efekt rezonansu zachodzacy w motywie RAHB, co wykazano na podstawie
analizy pradéow kotowych generowanych w modelowych uktadach pochodnych
o-hydroksy-zasad Schiffa [66].

Warto tez wspomnie¢, ze dokonano szczegotowej analizy efektu podstawniko-
wego w aldehydzie malonowym i dowiedziono, ze quasi-pier§cien, powstaty w wyniku
wystapienia wewnatrzczasteczkowego RAHB posiada niektore wlasciwosei zbli-
zone do typowego pierscienia aromatycznego. Udowodniono rowniez, ze stopien
delokalizacji elektronow 7 w quasi-pierscieniu mozna szacowac za pomoca indek-
sOw aromatycznosci pierwotnie zdefiniowanych na potrzeby analizy uktadéw aro-
matycznych. Ponadto stwierdzono, ze efekt delokalizacji w tym pierscieniu jest powia-
zany z bariera przeniesienia protonu w mostku wodorowym [55].

2. SEKSTET CLARA I STRUKTURY CLARA

W 1970 roku Erwin Clar przedstawit oryginalny sposob spojrzenia na strukture
n-elektronowa w aromatycznych uktadach benzenoidowych [67]. Ot6z zapropono-
watl on, zeby sze$¢ elektronow 7 w pierscieniu np. benzenowym potraktowac nie
jako trzy zdelokalizowane wiazania podwojne, ale jako sekstet elektrondéw 7 zloka-
lizowany w danym pierScieniu. W przypadku pojedynczego pier§cienia benzeno-
wego rdznica w podejéciu wydaje si¢ by¢ jedynie formalna, polegajaca na zastapie-
niu opisu bazujacego na dwoch rownowaznych strukturach Kekulégo, opisem za
pomoca pojedynczej struktury typu Clara (Schemat 5). Zasadnicza réznica pomig-
dzy zapisem Kekulégo i Clara pojawia si¢ dopiero w przypadku uktadow wielopiers-
cieniowych.
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(a) (b)

Schemat 5. Struktury rezonansowe benzenu zgodne z zapisem Kekulégo (a), oraz odpowiadajaca im struk-
tura Clara (b)
Scheme 5. Resonance structures of benzene according to Kekulé (a), and Clar (b), concept

Ponadto Clar zaproponowal, ze sposrod wszystkich mozliwych struktur rezo-
nansowych, najwigkszy udzial maja te, charakteryzujace si¢ najwigksza ilo$cia piers-
cieni ze zlokalizowanym sekstetem elektronow 7. Struktury takie nazywa sig struk-
turami Clara. Na Schemacie 6 przedstawione sa wybrane struktury rezonansowe
fenantrenu i antracenu oraz odpowiadajace im struktury zgodne z koncepcja Clara.
Zgodnie z zatozeniami Clara w przypadku fenantrenu najwigkszy udzial powinna
mie¢ struktura (I), poniewaz posiada ona maksymalna ilo$¢ pierscieni ze zlokalizo-
wanym sekstetem. W przypadku antracenu wzajemne rozmieszczenie pierscieni
benzenowych pozwala na jednoczesne wystapienie tylko jednego pierscienia ze zlo-
kalizowanym sekstetem, zatem kazda z trzech struktur antracenu przedstawionych
na Schemacie 6 powinna by¢ réwnocenna (w tym przypadku moéwi si¢ o migruja-
cym sekstecie Clara — patrz struktura (II) na Schemacie 6).
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Schemat 6. Struktury rezonansowe fenantrenu i antracenu w ujgciu Kekulégo i Clara
Scheme 6. Resonance structures of phenanthrene and anthracene, according to Kekulé and Clar concept
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Przeprowadzono analiz¢ lokalnej aromatyczno$ci mierzonej za pomoca sze-
regu odpowiednich indeksow bazujacych na parametrach geometrycznych (HOMA)
[68, 69], magnetycznych (NICS) [70] oraz na dystrybucji gestosci elektronowej (PDI,
FLU) [71, 72] i wykazano, ze w wielopierscieniowych weglowodorach aromatycz-
nych charakter aromatyczny indywidualnych pierscieni jest w $cisltej relacji z udzia-
tem struktur typu Clara [73, 74]. Dowiedziono na przyktad, ze w przypadku fenan-
trenu pier§cienie zewnetrzne wykazuja zdecydowanie wigksza aromatycznosé od
pier§cienia wewngtrznego, natomiast w antracenie wszystkie trzy pierscienie charak-
teryzuja si¢ zblizonym stopniem delokalizacji. W ten sposob potwierdzono stusz-
no$¢ koncepcji Clara w oparciu o zaawansowane metody obliczeniowe oraz zestaw
indekséw aromatycznosci, bazujacych na réznych wlasciwosciach charakteryzuja-
cych uktady aromatyczne.

Podazajac za koncepcja Clara w wielopierscieniowych wgglowodorach aroma-
tycznych mozna wyrdznié cztery typy pierscieni benzenowych:

— Pierscienie ze zlokalizowanym sekstetem Clara, np. zewngtrzne pier§cienie

w fenantrenie (szczegdlny przypadek takiego pierscienia wystepuje w ben-
zenie). PierScienie te z reguty najwyrazniej wykazuja aromatyczny charakter.
— Pier$cienie z migrujacym sekstetem Clara, np. pierscienie w antracenie (lub
innych acenach). Charakteryzuja si¢ relatywnie mniejsza aromatycznoscia
od pierscieni ze zlokalizowanym sekstetem Clara. W przypadku uktadow
takich jak antracen mozna powiedzie¢, ze mierzac lokalng aromatycznos¢
obserwuje si¢ superpozycj¢ rownocennych struktur z sekstetem migruja-
cym z pier$cienia do pierscienia.
— Pierscien ze zlokalizowanym wigzaniem podwdjnym, np. wewngtrzny piers-
cien w fenantrenie. Pier§cienie te wykazuja charakter stabo aromatyczny,
a jedno z wiazan CC przejawia cechy wiazania podwojnego.

— Pusty pierscien Clara, ktory zgodnie z koncepcja Clara moze wystapic np.
w czasteczce trifenylu. Pier§cien taki wykazuje charakter stabo aromatyczny.

3. MOTYW WIAZANIA WODOROWEGO WSPOMAGANEGO
REZONANSEM W POCHODNYCH WIELOPIERSCIENIOWYCH
WEGLOWODOROW AROMATYCZNYCH

Zarowno RAHB jak i aromatyczno$¢ to pojecia Scisle powiazane z efektami
n-elektronowymi. Stad pojawita si¢ potrzeba przeanalizowania uktadow, w ktorych
obecne bylyby te dwa efekty. Przeprowadzono analize pochodnych wielopierscie-
niowych weglowodorow aromatycznych, w ktorych istniata mozliwos$¢ wystapienia
wewnatrzczasteczkowego RAHB [63]. Przy uzyciu metod kwantowo-chemicznych
bazujacych na Teorii Funkcjonatu Gestosci wykonano serig obliczen dla uktadow
modelowych stosujac funkcjonat hybrydowy B3LYP [75-78] oraz zestaw baz
6-311+G(d,p) [79, 80]. Badane uktady przedstawiono na Schemacie 7.
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Schemat 7. Struktury analizowanych w pracy [63] pochodnych weglowodoréw aromatycznych oraz uwzgled-
nionych konformerow

Scheme 7.  Molecular structures of aromatic hydrocarbons derivatives and their conformers investigated
in ref. [63]

W omawianych badaniach struktura I, pelita funkcjg uktadu referencyjnego —
w tym przypadku nie moze by¢ bowiem mowy o interakcji pomigdzy efektem rezo-
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nansowym, charakterystycznym dla motywu RAHB, i efektem delokalizacji we frag-
mencie aromatycznym, ktory nie wystepuje w L.

Energi¢ badanego wiazania wodorowego wyznaczono jako rdznice energii mig-
dzy formami tautomerycznymi (a) i (b) (Schemat 7). Nalezy wyraznie podkresli¢,
ze w tym przypadku wyznaczona w ten sposob energia nie jest faktyczna energia
oddziatywania migdzy dwoma fragmentami badanych czasteczek — powinno sig ja
interpretowac, jako bilans energetyczny (w tym przypadku zysk energetyczny), wyni-
kajacy z utworzenia wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego. Jest to bilans
uwzgledniajacy rowniez zmiany energii towarzyszace wystgpujacym w badanych
uktadach efektom 7-elektronowym (zmiany lokalnej aromatyczno$ci oraz czg¢sciowe
wyrownanie dlugosci wiazan w motywie RAHB powstalym w wyniku zamknigcia
si¢ quasi-pierscienia). Badania uzupetniono analiza rozkladu gestosci elektrono-
wej, stosujac analizg topologiczna gestosci elektronowej, bazujaca na teorii kwan-
towej R.W.F. Badera, Atomy w Czqsteczkach [31, 32].

Do oszacowania lokalnej aromatyczno$ci postuzono si¢ szeregiem indeksow
aromatycznosci, tj.: geometrycznym indeksem HOMA [68, 69], magnetycznym
indeksem NICS [70] oraz indeksami bazujacymi na dystrybucji gestosci elektrono-
wej (PDL, FLU) [71, 72].

Uzyskane dane pozwolity stwierdzi¢, ze badane uktady mozna podzieli¢ na
dwie podgrupy. W pierwszej podgrupie (uktady II, II1, VI, XII, XIII) stabilizacja
uktadu wynikajaca z utworzenia RAHB jest mniejsza, niz w przypadku uktadu I.
W drugiej podgrupie (uktady IV, V, VII, VIII, IX, X, XI) zysk energetyczny towa-
rzyszacy utworzeniu RAHB jest wigkszy niz w 1. Jak si¢ okazuje, taki podziat
W oparciu o opisany wczesniej parametr energetyczny mozna $cisle powiazaé z inter-
akcja pomiedzy efektami 7-elektronowymi wystepujacymi w badanych uktadach.
Do wyjasnienia tej zaleznos$ci mozna postuzy¢ si¢ przyktadem dwoch pochodnych
naftalenu, pochodna III nalezaca do pierwszej podgrupy i pochodna I'V nalezacej
do drugiej podgrupy. Jak wiadomo, w naftalenie wystepuja dwa pierscienie benze-
nowe. Zgodnie z koncepcja Clara w przypadku niepodstawionego naftalenu kazdy
z pier§cieni to pierscien z migrujacym sekstetem Clara. Zatem pierscienie w nafta-
lenie powinny charakteryzowa¢ si¢ podobnym stopniem delokalizacji, odpowiada-
jacym aromatycznosci obnizonej wzgledem aromatycznoéci np. benzenu. (Tak fak-
tycznie jest — wskazuja na to rowniez warto$ci indeksow aromatycznosci [57, 63,
73,74, 81]). Jednak w przypadku uktadéw III i I'V uzyskane dane pozwolity stwier-
dzi¢, ze lokalna aromatycznos¢ pierscieni benzenowych jest rozna w zaleznosci od
rodzaju podstawienia, lub inaczej, w zaleznosci od potozenia quasi-pierscienia. Na
Schemacie 8 przedstawiono obydwie sytuacje topologiczne z uwzglednieniem odpo-
wiednich struktur rezonansowych zgodnych z koncepcja Clara.
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Schemat 8. Struktury rezonansowe badanej pochodnej naftalenu przedstawione zgodnie z koncepcja Clara
Scheme 8. Resonance structures of the naphthalene derivative under discussion shown according to the Clar’s
concept

W przypadku uktadu IIT aromatycznos¢ obydwu pierscieni we fragmencie weg-
lowodorowym jest relatywnie zblizona. Zatem w tym przypadku sytuacja przypo-
mina ta wystgpujaca w niepodstawionym naftalenie. W przypadku uktadu IV zaob-
serwowano wyraznie wigksza aromatyczno$¢ pierscienia niepodstawionego z jedno-
czesnym obnizeniem aromatycznosci pierécienia podstawionego. Taka obserwacja
sugerowataby, ze o ile w przypadku uktadu III Zadna z dwoch struktur rezonanso-
wych a i b ze Schematu 8 nie jest preferowana, o tyle w przypadku uktadu IV struk-
tura d jest dodatkowo stabilizowana obecnoscia quasi-pier§cienia. Aby wyjasni¢
zaobserwowane zjawisko, nalezy doktadnie przyjrze¢ si¢ wystepujacym w bada-
nych uktadach efektom r-elektronowym.

Mozna wyr6zni¢ trzy indywidualne efekty tego typu:

(1) efekt delokalizacji elektrondéw 7, zachodzacy we fragmencie benzenoido-
wym 1 prowadzacy do charakterystycznej dla uktadow aromatycznych
dodatkowej stabilizacji zwigzanej z aromatycznoscia,

(i1) efekt rezonansowy, towarzyszacy utworzeniu RAHB — efekt ten jest zau-
wazalny poprzez czgsciowe wyroéwnanie wiazan formalnie pojedynczych
i podwojnych w sekwencji wiazan kowalencyjnych taczacych grupe dono-
rowa i akceptorowa. Efekt ten po raz pierwszy zaobserwowany byt przez
Gilliego i in. [33],

(iii) efekt podstawnikowy, zwigzany z komunikacja 7-elektronowa pomigdzy
grupa hydroksylowa (elektrono-donorowa w efekcie mezomerycznym) oraz
grupa karbonylowa (elektrono-akceptorowa w efekcie mezomerycznym)
— obydwie te grupy w badanych uktadach rozmieszczone sa wzgledem
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siebie w potozeniu orto, co bedzie umozliwialo efektywna komunikacje
n-elektronowa poprzez strukturg m-elektronowa podstawionego pierscie-
nia benzenowego.

Latwo przewidzie¢, ze efekt (ii) oraz (iii) beda wzajemnie kooperowaty (co
stanowi podstawowe zalozenie teorii wigzania wodorowego wspomaganego rezo-
nansem) oraz ze b¢da konkurowaly z efektem (i). Jest to zwiazane z udziatem struk-
tury rezonansowej z rozdzielonym tadunkiem formalnym, zlokalizowanym na ato-
mie donorowym i akceptorowym w mostku RAHB. Efekt ten bedzie angazowat
elektrony 7 formalnie nalezace do sekstetu Clara, w wyniku tego obnizajac aroma-
tycznos¢ podstawionego pierscienia (Schemat 9).

OH OH

_A° XD

Schemat 9. Efekt rezonansowy w o-hydroksybenzenzaldehydzie
Scheme 9. Resonance effect in o-hydroxybenzaldehyde

Wracajac do uktadow III i IV pokazanych na Schemacie 8§ mozna zauwazy¢,
ze w przypadku uktadu III elektrony 7 zaangazowane w efekt rezonansowy (ii) oraz
podstawnikowy (iii) moga pochodzi¢ jedynie ze zlokalizowanego sekstetu Clara.
Zatem z jednej strony struktura b (Schemat 8) bedzie preferowana z uwagi na moz-
liwo$¢ wystapienia efektu rezonansowego w motywie RAHB (w strukturze a for-
malnie pojedyncze wiazanie CC laczace podstawione atomy wegla uniemozliwia
sprzeganie m-elektronowe podstawnikow), a z drugiej strony aromatyczno$é pod-
stawionego pierscienia bedzie obnizona z uwagi na zaburzenie lokalizacji sekstetu
Clara w tym pier$cieniu. W uktadzie IV (Schemat 8) sytuacja jest zdecydowanie
odmienna. W tym przypadku preferowana bedzie struktura d (Schemat 8), bowiem
w przypadku tej struktury wystegpuje zlokalizowany (i niezaangazowany w dodat-
kowe efekty) sekstet Clara w pier$cieniu niepodstawionym oraz para elektronow 7
na wiazaniu CC (formalnie podwojnym), ktéra bedzie zdecydowanie bardziej dos-
tegpna w efekcie rezonansowym zachodzacym w quasi-pierscieniu. W ten sposob
obecnos¢ quasi-pierscienia w uktadach III 1 IV przyczynia si¢ do wyraznych zmian
w rozktadzie lokalnej aromatycznos$ci. Wnioski dotyczace tych dwoch pochodnych
naftalenu moga by¢ przeniesione bezposrednio na pozostate uktady, tj. II-XIII. Poto-
zenie quasi-pier§cienia wptywa réwniez na moc RAHB, o czym wspomniano wczes-
niej. W oparciu o uzyskane dane mozna stwierdzi¢, ze silniejsze wiazania wodo-
rowe wzgledem uktadu referencyjnego, czyli struktury I przedstawianej na Sche-
macie 7 wystgpuja w przypadku podstawienia przedstawionego na Schemacie 10b.
W strukturze przedstawionej na Schemacie 10b elektrony 7 sa w wigkszym stopniu
dostepne w efekcie rezonansowym (ii) wspomagajacym wiazanie wodorowe, niz
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ma to miejsce w strukturze ze Schematu 10a. W tym ostatnim udziat elektronéw 7
w efekcie rezonansowym (ii) konkuruje z efektem uwarunkowanym utworzeniem
aromatycznego sekstetu Clara.

O\ ! O\
0 -
(a) q (b)

Schemat 10. Dwie sytuacje topologiczne, rézne z punktu widzenia koncepcji Clara, wystgpujace w omawiane;j
serii badanych uktadow
Scheme 10. Two considered topological situations different from the point of view of the Clar’s concept

O----T

Jak wczeséniej wspomniano, w badanych pochodnych weglowodoréw aroma-
tycznych wystepuja trzy efekty m -elektronowe: (i) — efekt delokalizacji, (ii) — efekt
rezonansowy oraz (iii) — efekt podstawnikowy. Efekty (ii) oraz (iii) wzajemnie koo-
peruja, dziatajac niejako w tym samym kierunku, tj. uczestniczac w przeniesieniu
fadunku od grupy hydroksylowej do grupy karbonylowej. Z drugiej strony celem
podjetych badan byto okreslenie zaleznosci pomigdzy efektem (i) oraz (ii). Zatem
obecnos¢ efektu (iii), maskujacego efekt (ii), utrudnia interpretacj¢ studiowanych
zaleznosci. Dlatego tez podjgto probe przeprowadzenia badan dla uktadow, w kto-
rych efekt (iii) mozna bytoby wytaczy¢ z prowadzonych rozwazan [82]. Oczywiscie
nie jest mozliwe bezposrednie wyeliminowanie tego efektu z rozwazanych ukta-
dow, przy jednoczesnym zachowaniu ich cech szczegolnych, koniecznych do wysta-
pienia RAHB. Mozna jednak dobra¢ obiekt badan tak, aby efekt ten nie maskowat
efektu (ii). Na Schemacie 11 przedstawiono pochodna naftalenu podstawiona w tak
szczegolny sposob, ze w zalezno$ci od potozenia atomu tlenu grupy karbonylowe;j
(potozenie to mozna zmienia¢ poprzez obrét wokot wiazania C-C(O)) mozna uzys-
ka¢ izomer odpowiadajacy strukturze b badz d ze Schematu 8.

OH (0] NeoJ

X0

T----

o OH

Schemat 11. Rozpatrywane uktady na przyktadzie dwoch form konformacyjnych pochodnej naftalenu
Scheme 11. Two conformational forms of naphthalene as example structures representing systems under
discusion
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Jednoczes$nie efekt (iii) w obydwu konformerach przedstawionych na Schema-
cie 11 powinien by¢ taki sam, gdyz podstawniki w tym przypadku nie zmieniaja
swojego potozenia bez wzgledu na konformacje. Przeprowadzono szczegdtowa ana-
lize dla serii wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (poczawszy od
benzenu, poprzez naftalen az do antracenu i fenantrenu) podstawionych w sposéb
przedstawiony na Schemacie 11.

Dla kazdego przypadku przeanalizowano cztery mozliwe konformery pokazane
na przyktadzie pochodnej naftalenu (Schemat 12).

H H H
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Schemat 12. Izomery konformacyjne analizowane w cytowanej pracy [82], przedstawione na przyktadzie
pochodnej naftalenu. Dla przejrzystosci rysunku pominigto oznaczenie wiazan wielokrotnych we
fragmencie aromatycznym

Scheme 12. Four conformers of naphthalene as example structures investigated in ref. [82]. The multiple bonds
in aromatic moiety were omitted for clarity

Zauwazono, ze roznice w lokalnej aromatycznosci pierscieni benzenoidowych
w izomerach konformacyjnych b i d (Schemat 12) sa praktycznie znikome. Swiad-
czy to o tym, ze faktycznie efekt (iii) w badanych uktadach jest staly. Zatem wszel-
kie zmiany w rozktadzie stopnia delokalizacji w uktadach typu a i ¢ (Schemat 12)
beda zwiazane z utworzeniem RAHB. W ten sposéb uzyskano mozliwosé¢ bezpo-
sredniego poznania relacji pomigdzy aromatycznoscia i efektem rezonansowym
w motywie RAHB.

Uzyskane dane dowiodly, Zze najkorzystniejsza energetycznie forma sa struk-
tury typu ¢ (Schemat 12). Ponadto w strukturach tych wyst¢epowato stosunkowo
silniejsze wiazanie wodorowe w poréwnaniu z obecnym w strukturach typu a. Obser-
wacje te sa w $cistej zgodzie z wezesniejszymi spostrzezeniami poczynionymi dla
serii uktadow przedstawionych na Schemacie 7. Zauwazono réwniez wyrazna rela-
cje pomigdzy topologia badanych uktadow a lokalna aromatyczno$cia, charaktery-
zujaca indywidualne pier§cienie benzenoidowe. Relacjg t¢ mozna opisa¢ w oparciu
o przyktad dwoch pochodnych naftalenu przedstawionych na Schemacie 12 a i c.
Okazuje sig, ze quasi-pierscien utworzony w wyniku wystapienia RAHB moze
w pewnym stopniu wywiera¢ taki wptyw na fragment weglowodorowy badanych
uktadow czasteczkowych, jak typowy pierscien benzenowy. Zgodnie z koncepcja
Clara zewngtrzne pier§cienie fenantrenu wykazuja wyraznie bardziej aromatyczny
charakter od pier§cienia wewngtrznego, co ma zwiazek z udzialem odpowiedniej
struktury Clara. Dla antracenu wszystkie trzy pier§cienie przejawiaja podobna aro-
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matyczno$¢, co jest spowodowane udziatem struktury z migrujacym sekstetem
Clara (patrz Rozdziat 2.) W przypadku form a i ¢ ze Schematu 12, przedstawiona
sytuacja wydaje si¢ by¢ analogiczna do tej, wystepujacej w fenantrenie i antracenie.
Topologia czasteczki (w sensie wzajemnego rozmieszczenia pierscieni sktadajacych
si¢ na omawiang czasteczke) w formie tautomerycznej a odpowiada topologii antra-
cenu. W zwiazku z tym zaden z pier§cieni benzenoidowych nie jest wyraznie bar-
dziej aromatyczny. Ponadto quasi-pierscien wykazuje roéwniez relatywnie mniejszy
stopien delokalizacji. W przypadku formy tautomerycznej ¢ topologia odpowiada
tej wystepujacej w fenantrenie. Stad obserwuje si¢ wyraznie bardziej aromatyczny
charakter niepodstawionego pierscienia (topologicznie odpowiadajacego zewnetrz-
nemu pierscieniowi fenantrenu) oraz mniej aromatyczny charakter pier$cienia pod-
stawionego (topologicznie odpowiadajacego wewngtrznemu pierscieniowi fenan-
trenu). Co istotne, rowniez quasi-pierscien wykazuje w tym przypadku bardziej zde-
lokalizowany charakter, gdyz w sensie topologicznym odpowiada on zewngtrznemu
pierscieniowi fenantrenu. Towarzyszy temu silniejsze wigzanie wodorowe w przy-
padku formy tautometrycznej ¢, co nalezy wiaza¢ z silniejszym efektem rezonanso-
wym (delokalizacja wigzan formalnie podwojnych w quasi-pierscieniu) zgodnie
z koncepcja RAHB Gilliego i in. [33].

Zalezno$¢ migdzy topologia rozpatrywanych uktadow a lokalng aromatycznoscia
zaobserwowano réwniez w serii pochodnych weglowodorowych, w ktorych proton
w mostku wodorowym byt zastapiony kationem litowym [62]. W tego typu ukta-
dach relacja migdzy topologia czasteczki i lokalna aromatyczno$cia okazala sig
nawet bardziej wyrazna niz w przypadku analogéw z RAHB. Jest to wywotane wigk-
szym stopniem delokalizacji w sekwencji wigzan OCCCO. Warto rowniez wspom-
nie¢ inng interesujaca koncepcje (alternatywna dla koncepcji RAHB), ktora nie-
dawno ukazata si¢ drukiem [83]. W pracy tej autorzy zaproponowali oryginalne
spojrzenie na RAHB w ujeciu teorii efektu podstawnikowego (bgdacego efektem
n-elektronowym). Zgodnie z ta propozycja utworzenie wigzania wodorowego w czas-
teczce np. o-hydroksybenzenzaldehydu (aldehydu salicylowego) prowadzi do wzmoc-
nienia wlasciwosci m-elektronodonorowych grupy hydroksylowej oraz do wzmoc-
nienia wlasciwosci m-elektronoakceptorowych grupy karbonylowej. W wyniku tego
mozna zaobserwowaé wzglednie bardziej efektywna komunikacje m-elektronowa
miedzy podstawnikami w przypadku formy tautomerycznej z zamknietym quasi-
pierscieniem. Innymi slowy autorzy zaproponowali alternatywne spojrzenie na
RAHB, w ktorym to wigzanie wodorowe wspomaga efekt rezonansowy (w odroznie-
niu od oryginalnej koncepcji Gilliego [33], w ktorej byto na odwrot).

PODSUMOWANIE

Przedstawione w pracy zalezno$ci migdzy moca wigzania wodorowego wspo-
maganego rezonansem, efektem delokalizacji w motywie czasteczkowym RAHB
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oraz lokalng aromatyczno$cia, wskazuja na Scisla relacje migdzy tymi trzema efek-
tami. Taka $cista relacja sugeruje ,,w-elektronowe” pochodzenie relatywnie wigk-
szej stabilnosci mostkéw wodorowych klasyfikowanych jako RAHB w poréwnaniu
z wigzaniami wodorowymi, w ktorych efekt rezonansu nie wystepuje. Wniosek ten,
bedac w zgodzie z zaproponowana w latach 80. oryginalna koncepcja wigzania
wodorowego wspomaganego rezonansem, ostabia argumentacj¢ przeciwnikow tej
koncepcji. Chociaz oddzialywania o charakterze RAHB staly si¢ jednym z czgsciej
analizowanych zagadnien szeroko pojetej chemii strukturalnej, to nadal jest to temat
intensywnie eksplorowany przez liczna grupe badaczy. Warto rowniez zwroci¢ uwage
na fakt, ze cho¢ najcze¢sciej analizowanym przypadkiem wigzania wodorowego wspo-
maganego rezonansem jest przypadek oddzialywania wewnatrzczasteczkowego, to
oryginalna koncepcja tego typu oddzialywan uwzglednia rowniez oddzialywania
miedzyczasteczkowe. Ostatecznie mozna podkresli¢ istotny wptyw efektow m-elek-
tronowych na szereg wtasciwosci fizykochemicznych czasteczek chemicznych.
Poznanie mechanizméw rzadzacych tymi efektami pozwoli na zrozumienie wielu
zjawisk zwiazanych ze stabilno$cia termodynamiczna i kinetyczna licznej grupy
zwiazkow chemicznych.
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ABSTRACT

The use of transition metal complexes of bridging multidentate ligands to con-
struct predictable, self-assembled small inorganic systems and multi-dimensional
infinite networks is an area of chemistry which has received ever-increasing atten-
tion over the recent years. Self-organization occurs usually from a mixture of com-
ponents (organic ligands, salt crystals, and sometimes solvent molecules). The pro-
ducts exhibit a notable thermodynamic and kinetic stability and their components
should contain all the information necessary for a correct assembly to occur [1-6].
Self-assembly has recently been studied in many types of organic and inorganic
systems. This latter approach has proven particularly successful for the generation
of a wide spectrum of architectural topologies such as for example, helicates [7-11],
rotaxanes [12, 13], clusters [14-16], ladders [17—19], cages [20-22], grids [23-25]
and molecular wheels [26-28], etc., based on ligand design and an application of
suitable coordination geometries for the assembling system. The structure of supra-
molecular complexes depends strongly on the ligand substituent, the ligand conforma-
tion, the metal ion, the counterion, the solvent, and the reaction conditions [29—37].
Such compounds may exhibit novel physical and chemical properties with a poten-
tial use in supramolecular engineering, nanotechnology, biomedical inorganic che-
mistry, biological catalysis, and in the area of sensors [38—46].

The review has been prepared on the results of my own studies in the field [47-59]
and focused on structural diversity and characterization of supramolecular comple-
xes. The architectures of these compounds generated by self-assembly of polypiry-
dyl ligands with d-and f~metal ions are fascinating and attractive because of their
unusual properties and prospective implementation in many application [60—74].

Keywords: supramolecular chemistry, coordination chemistry, self-assembly, d- and
f-metal ions

Stowa kluczowe: chemia supramolekularna, chemia koordynacyjna, samoorganiza-
cja, d- i f-elektronowe jony metali
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WPROWADZENIE

Inorganic self-assembly, czyli samoorganizacj¢ zwiazkOw nieorganicznych
mozna zdefiniowac jako bezposrednie i spontaniczne tworzenie superstruktur z mie-
szaniny substratow, jakimi zazwyczaj sg organiczne ligandy, sole metali i czasami
czasteczki rozpuszczalnika. Samoorganizacja wielosktadnikowych superstruktur
wymaga dobrania zwiagzkow spetniajacych trzy najwazniejsze kryteria: rozpoznanie
(wiazanie 1 selekcja), orientacja przestrzenna liganda (liczba i rodzaj miejsc wiaza-
cych) i komplementarno$¢ (dopasowanie steryczne). W procesie tym najwazniejsze
jest zaprojektowanie liganda i wybranie jonu metalu o odpowiednich wtasciwosciach
koordynacyjnych. Jon metalu powinien wykazywac preferencj¢ do danego rodzaju
geometrii strukturalnej, posiada¢ odpowiedni rozmiar i roznorodne wlasciwosci fizy-
kochemiczne. Powstaly w wyniku tego typu reakcji produkt charakteryzuje si¢ znako-
mita trwatoscia termodynamiczna i kinetyczng [1-6]. Opisano juz wiele rodzajow
tego typu zwiazkow: helikaty [7—11], rotaksany [12, 13], klastery [14—16], kom-
pleksy drabinowe [17-19], klatkowe [20-22], kratkowe [23-26] oraz kotowe [27, 28].
Supramolekularna architektura powstajacych zwiazkéw jest przewidywalna dzigki
opracowanym, specjalnym algorytmom koordynacyjnym. Na struktur¢ otrzymanych
zwiazkow kompleksowych wptyw maja takie czynniki jak rodzaj rozpuszczalnika
[29], stezenie jondw metalu [30, 31] czy rodzaj przeciwjondw [32—34]. Stopien spro-
tonowania grup funkcyjnych liganda réwniez determinuje geometri¢ powstajacych
kompleksow [35-37]. Udokumentowane zastosowanie agregatoéw supramolekular-
nych znajduja ich wlasciwosci katalityczne [38, 39], selektywne [40, 41] czy lumines-
cencyjne [42—46]. Niniejsza praca powstata w oparciu o wyniki badan witasnych
[47-59].

ARCHITEKTURY SUPRAMOLEKULARNE

Wiele roznych architektur supramolekularnych powstaje jako wynik samoorga-
nizacji jonow metali d- i f~elektronowych z nowymi wielokoordynacyjnymi ligan-
dami typu bipirydyny, terpirydyny, tetrapirydyny zawierajacymi w swej budowie
jednostki pirydyny, pirymidyny i grupy karbonylowe. Charakterystyke kompleksow
supramolekularnych mozna przeprowadzi¢ za pomoca analizy strukturalnej, jed-
nakze otrzymanie krysztalu nie nalezy do najprostszych eksperymentow, dlatego
wykorzystuje sig¢ inne nowoczesne techniki badan tych zwiazkéw. Najprostsza
metoda jest identyfikacja kompleksow poprzez spektroskopi¢ magnetycznego rezo-
nansu jadrowego (NMR). Na obecno$¢ protonéw w poblizu jonu metalu wskazuja
silne przesunigcia sygnaléw w widmie kompleksu w poréwnaniu z widmem wol-
nego liganda. Widma 'H NMR kompleksow paramagnetycznych jonéw metali wyka-
zujq silnie przesunigte ostre piki, ktorych liczba informuje o symetrii liganda.
Ponadto do charakterystyki tego typu kompleksow stosowane sa rowniez metody
spektroskopii masowej takie jak: FAB (ang. fast atom bombardment), ESI-MS (ang.
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electrospray ionisation) oraz MALDI-TOF (ang. matrix assisted laser desorption
ionisation — time of flight).

1. KOMPLEKSY Z (N,),-DONOROWYM LIGANDEM
TYPU BIPIRYDYNY

Zsyntezowano kompleksy kratkowe typu [2x2] z jonami metali wykazujacymi
preferencje do tetraedrycznej geometrii koordynacyjnej [47]. Zaprojektowano
ligand L' C,,H N, zawierajacy dwie dwukoordynacyjne podjednostki, ktory otrzy-
mano wedlug Schematu 1:

Me N Br N Li Me N SnMes
N Et20 N CISnMe; BN
| +  nBuli —=— | —_ |
~ ~ ~

1A

HO. N OH Cl Cl
X
HoN NH - Hel | W
N__~ZN ©_NM92 N N
. EtOOC-CH,-COOEt NaOMe . POCl — »

2A
g g
W \ \
SnMes Me Me
U + LiCl  + Pd(PPhg)y toluen NE /EN

Schemat 1. Reakcje otrzymywania 4,6-bis(6-metylo-2-pirydylo)-2-fenylopirymidyny L! [47]
Scheme 1. Reaction scheme for the synthesis of the ligand L1 [47]

Substratem niezbgednym do syntezy liganda jest 2-metylo-6-trimetylostannylo-
pirydyna 1A, ktéra otrzymano z 2-bromo-6-metylopirydyny poprzez reakcjg substy-
tucji atomu bromu z chlorkiem trimetylocyny(IV) [60, 61]. Pierwszym etapem otrzy-
mania 4,6-dihydroksy-2-fenylopirymidyny byta synteza metanolanu sodu, a nastgp-
nie dodanie do niego chlorowodorku benzamidyny i malonianu dietylu w etanolu.
Do N,N’-dimetyloaniliny dodawano trichlorek fosforylu, a nastgpnie uprzednio otrzy-
mang 4,6-dihydroksy-2-fenylopirymidyng. W ten sposob uzyskano 4,6-dichloro-2-
-fenylopirymidyng 2A [62]. Wykorzystujac metode Stilla [63], przeprowadzono reak-
cj¢ 2-metylo-6-trimetylostannylo-pirydyny 1A z 4,6-dichloro-2-fenylopirymidyna
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2A w toluenie, stosujac katalizator palladowy otrzymano zaprojektowany ligand,
ktéry scharakteryzowano za pomoca spektroskopii NMR ('H, *C), FAB-MS,
UV-Vis, luminescencyjnej oraz rozwiazano jego strukturg rentgenograficznie (Rys. 1):

Rysunek 1. Struktura krystaliczna liganda L' C,,H /N, [47]
Figure 1.  Crystal structure of ligand L' C,,H N, [47]

W wyniku bezposredniej reakcji liganda z jonami Ag(I), Cu(l) i Zn(Il), daza-
cymi do uzyskania tetraedrycznej geometrii koordynacyjnej, otrzymano kompleksy
kratkowe (Schemat 2), ktorych istnienie potwierdzity zarowno widma 'H NMR jak
1 widma masowe uzyskane technika ESI-MS, a takze rozwiazana rentgenograficz-
nie struktura kompleksu srebra (Rys. 2).

Q@ -M=Cu! Ad', zn"

Schemat 2. Reakcja tworzenia kompleksow kratkowych Cu(l), Ag(I) i Zn(II) typu [2x2] [47]
Scheme 2. Reaction scheme for the assembly of the [2x2] grid complexes of Cu(I), Ag(I) and Zn(II) [47]
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Rysunek 2. Struktura krystaliczna kompleksu kratkowego typu [2x2] z jonami Ag(I) [47]
Figure 2.  Crystal structure of the [2x2] grid complexes of Ag(I) [47]

2. KOMPLEKSY Z (N O) -DONOROWYMI LIGANDAMI
TYPU TERPIRYDYNY

2.1. KOMPLEKSY Fe(II), Co(ID) I Zn(IT) Z (N,0),-DONOROWYMI LIGANDAMI
TYPU TERPIRYDYNY

Nastegpnymi zaprojektowanymi ligandami byty dwa nowe sze§ciokoordynacyjne
ligandy typu terpirydyny, posiadajace w swej budowie jednostki pirydyny, pirymi-
dyny i grupy karbonylowe. Wykonano wieloetapowa syntez¢ dwoch takich ligan-
dow: estrowego L? i amidowego L? wedlug przedstawionego Schematu 3 [48].

Wykorzystujac metode Stilla [63] przeprowadzono reakcje 2-metylo-6-trime-
tylostannylopirydyny 1B z 4,6-dichloropirymidyna w toluenie, stosujac katalizator
palladowy i otrzymano zwiazek 2B. Metylowe grupy 2B zostaly utlenione CrO,
w stezonym kwasie siarkowym(VI) do kwasu dikarboksylowego 3B. Zwiazek 3B
w reakcji z wrzacym chlorkiem tionylu przeksztatcat si¢ w dichlorek kwasowy 4B,
na ktory natychmiast dziatano EtOH lub dietyloamina w THF i uzyskiwano odpo-
wiednio ligand L? lub L3. Charakterystyki poszczegolnych zwiazkow dokonano za
pomoca metod spektroskopowych, takich jak NMR, IR, MS oraz analizy elementar-
nej, ponadto rozwiazano struktury krystaliczne ligandow (Rys. 3). Nieskoordyno-
wane ligandy istnieja w konformacji £.
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Schemat 3. Synteza ligandow: estrowego L? i amidowego L*: i) 4,6-dichloro-pirymidyna, LiCl, Pd(PPh,),,
toluen, ii) H,SO,, CrO,, iii) SOCI,, iv) EtOH, v) Et,NH, THF [48]

Scheme 3. Reaction scheme for the synthesis of the ligands L? and L3: i) 4,6-dichloro-pyrimidine, LiCl,
Pd(PPh,),, toluene, ii) H,SO,, CrO,, iii) SOCL,, iv) EtOH, v) Et,NH, THF [48]

Rysunek 3. Struktury krystaliczne ligandoéw: estrowego L? i amidowego L? [48]
Figure 3.  Single-crystal X-ray structures of ligands L? and L3 [48]

Zaprojektowane i otrzymane ligandy maja dwie niezwykte N,N,O trojkleszczowe
podjednostki, idealne do kompleksowania jonow metali z preferencjami do oktaed-
rycznej geometrii koordynacyjnej. W wyniku reakcji tych ligandow otrzymano krat-
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kowe zwiazki kompleksowe z jonami Fe(II), Co(Il) i Zn(II). Analiza rentgenowska
komplekséw cynku i kobaltu wykazata wokét tych jondw geometri¢ oktaedryczna
(Rys. 4).

Rysunek 4 Struktura krystaliczna kompleksu kratkowego typu [2x2] z jonami Co(II) [48]
Figure 4.  Crystal structure of [2x2] grid-type complex of Co(II) and schematic representation of the
self-assembly [48]

Zaobserwowano interesujace wlasciwosci luminescencyjne kompleksu cynku.
Widmo UV-VIS kompleksu kratkowego cynku(Il) w acetonitrylu przedstawia pasmo
absorpcji z maksimum okoto 300 nm. Kompleks wykazuje intensywna emisjg
z maksimum przy 372 nm podczas wzbudzania go dtugoscia fali A = 270 nm
(w temp. pok.). Luminescencja tego kompleksu jest wynikiem przejscia ze wzbu-
dzonego stanu singletowego liganda [64]. Kompleks Zelaza(I1l) ma wlasciwosci para-
magnetyczne, nietypowe dla kompleksow tego jonu, wystgpujacego z ligandem nie
posiadajacym podstawnikéw fenylowych [48].

2.2. KOMPLEKS POLIMERYCZNY Mn(II) Z (N,0),-DONOROWYM LIGANDEM
AMIDOWYM TYPU TERPIRYDYNY

W wyniku rownomolowe;j reakcji Mn(ClO,), i liganda amidowego L* powstat
nowy polimeryczny zygzakowaty kompleks (Rys. 5) [49]. Kazdy jon metalu w utwo-
rzonym tancuchu ma lekko znieksztatcona oktaedryczna strukture, ktora tworza
N,O-atomy donorowe z dwoch skoordynowanych z nim ligandow. Analiza widma
'"H NMR wskazuje na paramagnetyczne wlasciwosci kompleksu. Obecnos¢ na wid-
mie ESI-MS sygnatéw przy m/z = 586 [MnL(ClO,)]*, 460 [MnL,]*, 433 [L]",
244 [MnL]*" wskazuje na istnienie w roztworze kilku mniejszych oligomerow, beda-
cych wynikiem fragmentacji polimeru.
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Rysunek 5. Struktura krystaliczna kompleksu polimerycznego Mn(II) [49]
Figure 5.  Crystal structure of polymeric complex of Mn(II) [49]

2.3. KOMPLEKSY KRATKOWE Cu (I) I Ag(I) Z (N,0),-DONOROWYM LIGANDEM
AMIDOWYM TYPU TERPIRYDYNY

Ligand amidowy L* C, H, N O, w reakcji z jonami wykazujacymi tendencjg
do tworzenia zwiazkow kompleksowych (z geometrig tetraedryczna) takimi jak Cu(I)
czy Ag(l) utworzyt rowniez kompleks kratkowy typu [2x2], w ktorym kazdy jon
metalu koordynuje z dwoma donorowymi atomami azotu dwoch ligandow (Rys. 6)
[49].

Kompleksy kratkowe potaczone sa ze soba poprzez relatywnie krotkie wiaza-
nia wodorowe C-H-F, gdzie F pochodzi od PF,. Jeden z przeciwjonow lezy nad
ptaszczyzna, w ktorej znajduja si¢ jony Cu(l), a drugi pod nia. Wszystkie cztery
przeciwjony spetniaja rolg ,.kleju” dla trojwymiarowe;j struktury krystalicznej kom-
pleksu (Rys. 7).
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Rysunek 6. Struktura krystaliczna kompleksu kratkowego Cu(I) [49]
Figure 6. Crystal structure of [2x2] grid-type complex of Cu(I) [49]

Rysunek 7. Fragment trojwymiarowej sieci krystalicznej z przeciwjonami PF, [49]
Figure 7. Fragment of the 3D structure of complex of Cu(l) with PF, counterions below and above the
Cu-plane [49]
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2.4. KOMPLEKSY JONOW LANTANOWCOW Z (N,0),-DONOROWYM LIGANDEM
AMIDOWYM TYPU TERPIRYDYNY

Z ligandem amidowym L*C,,H N O, podjgto proby otrzymania kompleksow
kratkowych z jonami lantanowcow: Sm(III), Eu(I1l), Tb(III) i Dy(1II) [50]. Gdy reakcje
prowadzono w stosunku molowym M:L1:1 otrzymano wiele rodzajow zwiazkow
kompleksowych, takich jak kompleksy kratkowe, helikaty czy zwiazki o r6znej ste-
chiometrii ML, Whioski te oparto na podstawie analizy widm ESI-MS (Rys. 8).
Przedstawione widmo kompleksu Eu(III) (Rys. 8) wyraznie wskazuje na istnie-
nie wielu form zwiazkoéw kompleksowych, a zwlaszcza kompleksow kratkowych,
co stanowi pierwszy przyktad efektywnos$ci jonow lantanowcow w tworzeniu tego
typu kompleksow. Gdy proby krystalizacji tych zwiazkow nie powiodty si¢ — wow-
czas zmieniono stosunki molowe M:L na 2:3. Otrzymano dwurdzeniowe kompleksy
o stechiometrii M, L, co potwierdzito rozwiazanie struktury krystalicznej dla dwu-

rdzeniowego kompleksu Eu(Ill), sktadajacego si¢ z czterech ligandow (Rys. 9).
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Rysunek 8. Widmo ESI-MS kompleksu Eu(III) z ligandem amidowym L3 C_,H, N O

247728776 72

Figure 8.  The ESI-MS spectrum of the complex of Eu(III) with ligand L?
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Rysunek 9. Struktura krystaliczna kompleksu dwurdzeniowego Eu(III) [50]
Figure 9.  Crystal structure of dinuclear complex of Eu(III) [50]

Jony europu (III) charakteryzuja si¢ liczba koordynacyjna 9. Jeden z jonow
Eu(IIl) jest skoordynowany z dwoma ligandami L? (z ktorych jeden ligand petni
rolg mostka), natomiast drugi jon koordynuje z trzema ligandami. Wokét jednego
z jonow europu(Ill) sfere koordynacyjna uzupetniaja 3 czasteczki wody, za$ sfere
koordynacyjna drugiego jonu europu(IIl) tworza: atomy donorowe dwdéch jednostek
N,O-donorowych, jeden atom tlenu mostkujacego liganda, atom tlenu pochodza-
cego od jonu CF,SO; i jedna czasteczka wody. Rozne ilosci czasteczek wody wokot
jonow europu(1ll) potwierdzity badania spektroskopii emisyjnej w zakresie przejs-
cia’D,—'F . Wszystkie otrzymane kompleksy lantanowcow zbadano metoda emi-
syjna wskazujac na ich interesujace wlasciwosci luminescencyjne [50].

Wrhasciwosci ,.kameleonowe” liganda amidowego L? obrazuje Schemat 4.
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sm(ll)
Eu(lll)
To(lll) Mn(l1)
Dy(Ill

Schemat 4. Struktury krystaliczne liganda amidowego L3 i zwiazkow kompleksowych z jonami d- i f~elektro-
nowych jonow metali [49]

Scheme 4.  Crystal structures of ligand L3 and its complexes with d- and f-metal ions [49]
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2.5. KOMPLEKSY Z N,O-DONOROWYMI LIGANDAMI HL*I HL?
TYPU ZASAD SCHIFFA

Nastgpnym celem prowadzonych badan byta synteza i wykazanie wlasciwosci
wiazacych N,O-donorowych ligandéow HL* (L*=C H/N,O) [65, 66] i HL?
(L’=C_ H,N, O ,) [52] (przedstawione na Schemacie 5)

M D — Qs

1C 2C HL* R, =H, Ry = H

HL5 R, =H, R, = COOMe

Schemat 5. Synteza trjdonorowych ligandow typu zasad Schiffa HL* i HL® [51, 52]
Scheme 5. The synthesis of tridentate Schiff-base ligands HL* and HL® [51, 52]

Ligand HL® scharakteryzowano za pomoca technik spektroskopowych: 1D
12D NMR, IR, ESI-MS, analizy elementarnej oraz rozwiazano jego strukturg krysta-
liczng (Rys. 10)
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Rysunek 10. Widmo NOESY i struktura krystaliczna liganda HLS [52]
Figure 10. The NOESY spectrum and X-ray crystal structure of ligand HLS[52]
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Widmo NOESY (ang. Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY — homojad-
rowa technika wielowymiarowa) NMR przedstawia oddziatywania pomigdzy pro-
tonami H,-H, oczekiwane dla formy E. Wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe
pomigdzy grupa fenylowa OH a iminowym atomem azotu stabilizuje taka wtasnie
formg czasteczki, co potwierdzila analiza strukturalna.

Reakcje liganda HL* z azotanami(V) lantanowcow miaty sprawdzi¢ jego zdol-
no$¢ do wymuszenia koordynacji oktaedrycznej jondéw lantanowcoéw. Pozadane kom-
pleksy o stechiometrii metal-ligand 1:2 wykazywatyby liczbe koordynacyjna 6 wyste-
pujaca w kompleksach kratkowych, zbudowanych z ligandéw zawierajacych jed-
nostki terpirydynowe.

Wykazano, ze trojdonorowy ligand typu zasad Schiffa reaguje nie tylko z jonami
metali przejsciowych [66, 67] lecz takze z azotanami(V) lantanowcow(11I), tworzac
kompleksy homodwurdzeniowe typu [M,L* (NO,).], gdzie M =Y**, La*", Nd**, Sm*",
Euv*', Gd*, Tb*', Dy**, Ho*", Lu** [51].

==\
@/

144
G o O

SH—EY
O O

Rysunek 11. Struktura krystaliczna kompleksu [Dy,L* (NO,),] [51]
Figure 11.  Crystal structure of complex -[Dy,L*,(NO,),] [51]

Struktury uzyskanych komplekséw zostaty potwierdzone badaniami spektro-
skopii masowej (ESI-MS), IR, analiza elementarna oraz analiza rentgenowska dla
komplekséw Nd(I1), Eu(Ill) i Dy(III). Struktura krystaliczna komplekséw wskazu-
je na obecnos$¢ dwoch jonéw metali, trzech ligandow L* oraz przeciwjonow NO;
uzupetniajacych sfer¢ koordynacyjna jonéw lantanowcéw do najbardziej charakte-
rystycznej dla nich liczby koordynacyjnej 9 (Rys. 11).
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2.6. HETERORDZENIOWE KOMPLEKSY Z N,0-DONOROWYM LIGANDEM
TYPU ZASAD SCHIFFA

Przeprowadzono takze reakcje otrzymania kompleksu heterodwurdzeniowego
powstatego w wyniku samoorganizacji liganda HL* oraz soli dwoch roznych jonow
lantanowcow. Reakcja liganda HL* z Eu(NO,), oraz Dy(NO,), w stosunku molo-
wym 3:1:1 prowadzi do utworzenia heterordzeniowego kompleksu [MM’L*,(NO,).],
gdzie M = Eu*", a M’ = Dy*".

Rysunek 12. Struktura krystaliczna kompleksu [EuZnL*,(NO,),] [51]
Figure 12.  Crystal structure of complex — [EuZnL* (NO,),] [51]

Chcac wykaza¢ mozliwos¢ uzyskania kompleksu heterordzeniowego, majacego
w swej strukturze jony d- i f~elektronowe, przeprowadzono reakcje syntezy tego
typu kompleksu. Jednoetapowa reakcja liganda HL* z Eu(NO,), oraz Zn(NO,),
w stosunku molowym 3:1:1 doprowadzita do uzyskania zadanego kompleksu. Roz-
wiazana struktura krystaliczna kompleksu wykazata obecno$¢ dwoch jonow metali
(Eu*, Zn*), trzech ligandow L* oraz dwéch przeciwjonow NO;, uzupetniajacych
sfer¢ koordynacyjna jonu lantanowca do liczby koordynacyjnej 9. Cynk uzyskuje
liczbg koordynacyjna 6 (Rys. 12).

Obliczenia kwantowo-chemiczne [51] wykazaly, ze tworzenie kompleksu hetero-
rdzeniowego [EuZnL*,(NO,),] jest korzystniejsze energetycznie niz tworzenie kom-
pleksu homordzeniowego [Eu,L*,(NO,),].

Samoorganizacja liganda HLS z jonami Cu(I), Cu(II), Co(II) i Zn(II) doprowa-
dzita do utworzenia analogéw kompleksow kratkowych tzw. grid-corner [52]. Dwa
monordzeniowe kompleksy [M(HL?)(L®)]" poprzez bardzo silne liniowe wiazania
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wodorowe pomi¢dzy sprotonowana i niezdeprotonowana forma czasteczek liganda
HLS® tworza kratke (Rys. 131 14).

Rysunek 13. Kompleks dimeryczny Cu(II) [52]
Figure 13. The dimeric complex of Cu(Il) [52]

Oba ligandy HLS sa trojfunkcyjne a jony metali szesciokoordynacyjne z geo-
metria oktaedryczna. Grupy estrowe sa prawie w tej samej plaszczyznie, co piers-
cien aromatyczny (Rys. 131 14).

Rysunek 14. Kompleks pseudo-kratkowy Zn(II) [52]
Figure 14.  Grid-corner complex of Zn(II) [52]
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W kompleksie miedzi(I) zaobserwowano obecnos¢ jonu PF, podczas gdy,
w kompleksie cynku(II), stosunkowo rzadko wystepujacy jon [Zn(NO,),]*", w kto-
rym to jon cynku przyjmuje geometri¢ tetraedryczna (kazdy anion azotanowy(V)
koordynuje poprzez jeden atom tlenu). W sieci krystalicznej kompleksu cynku(II)
dostrzezono roéwniez obecnos¢ czasteczek rozpuszczalnika, acetonitrylu (Rys. 15).

Rysunek 15. Upakowanie czasteczek w krysztale kompleksu Zn(II) [52]
Figure 15. The crystal packing of Zn(IT) complex [52]

2.7. KOMPLEKSY Z (N,0),-DONOROWYMI LIGANDAMI TYPU TERPIRYDYNY

Jak mozna bylo przypuszcza¢, przedstawione dotad ligandy maja zbyt mato
miejsc koordynacyjnych dla jondw lantanowcow, ktore preferuja raczej wyzsze niz
6 liczby koordynacyjne. Wobec tego nastepnym celem prowadzonych badan byta
synteza ligandow z wigksza liczba atomoéw donorowych.

Otrzymano takie ligandy z dwoma czterokoordynacyjnymi podjednostkami.
Przeprowadzono wieloetapowa synteze N,O-donorowych ligandéw L i L7, wedtug
przedstawionego Schematu 6.
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Schemat 6. Synteza ligandow estrowego L® i amidowego L7 [53]
Scheme 6. Reaction scheme for the synthesis of the ligands L and L7 [53]

2-metylo-6-trimetylostannylopirydyne 1D potaczono z 2,6-dibromopirydyna
w reakcji sprzegania Stilla [63] 1 uzyskano niesymetryczny zwiazek 2D (Rys. 16)
[53, 68].
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Rysunek 16. Struktura krystaliczna 2D C,, H/N,Br [53]

177972

Figure 16.  Crystal structure of 2D C, H N Br [53]

117797 72

Rysunek 17. Struktura krystaliczna 4D C,H, N, [53]
Figure 17.  Crystal structure of 4D C, .H, N, [53]

Mieszaning zwiazku 2D, heksametylodicyny i katalizator palladowy ogrzewano
w obojetnej atmosferze DME. Po reakcji odparowano (do sucha) rozpuszczalnik.
Nastgpnie do mieszaniny poreakcyjnej dodano 4,6-dichloropirymidyng, prowadzac
reakcje sprzggania Stille’a [63] otrzymano zwiazek 4D (Rys. 17), ktdrego grupy
metylowe utleniono za pomoca CrO, (w obecnosci stezonego kwasu siarkowego
utrzymujac temperature 0°C).
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Reakcja kwasu dikarboksylowego SD z chlorkiem tionylu doprowadzita do
powstania dichlorku kwasowego 6D, na ktory podziatano etanolem lub dietyloamina
w THF w celu uzyskania odpowiedniego liganda (L,L7). Charakterystyki poszcze-
gblnych zwiazkow dokonano za pomoca metod spektroskopowych, takich jak NMR,
IR, FAB-MS oraz analizy elementarnej, ponadto rozwiazano strukturg krystaliczna
liganda estrowego, ktora jest pierwsza struktura krystaliczng dla pigciopierscienio-
wego liganda bez jonu metalu (Rys. 18).

Rysunek 18. Struktura krystaliczna liganda estrowego L [53]
Figure 18.  Crystal structure of ligand L¢[53]

Nastgpnie przeprowadzono reakcje kompleksowania otrzymanych ligandéw
(L8,L7) z jonami Eu(IIT) oraz Tb(IIT) [54]. W wyniku supramolekularnego procesu
samoorganizacji uzyskano bardzo ciekawe wyniki. Z analizy widm wykonanych za
pomoca ESI-MS mozna przypuszczaé, ze powstato wiele rodzajow kompleksow
o roznej stechiometrii metal-ligand (Schemat 7 i 8). Zbadano interesujace wlasci-
wosci luminescencyjne otrzymanych kompleksow, zawierajacych w swej budowie
organiczne jednostki chromoforowe. Celowe zastosowanie dwdch roznych soli euro-
pu(IlI) —réwnoczesnie {EuCl, i Eu(ClO,), } wynikato z wczesniej uzyskanych rezul-
tatow potwierdzajacych tatwiejsza krystalizacj¢ przy stosowaniu mieszanych prze-
ciwjonéw [33].
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Schemat 7. Tworzenie roznych struktur supramolekularnych z ligandem estrowym L6
Scheme 7.  The formation of many supramolecular architectures with ligand L¢
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Schemat 8. Tworzenie roznych struktur supramolekularnych z ligandem amidowym L’
Scheme 8. The formation of many supramolecular architectures with ligand L7
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W reakcji kompleksowania jonow Mn(II), Fe(II), Co(II) i Zn(II) z (N,O), -dono-
rowym ligandem amidowym L7 otrzymano kompleksy kratkowe typu [2x2] (Sche-
mat 9). Jony te maja tendencje¢ do przyjmowania liczby koordynacyjnej 6, a co za
tym idzie geometrii oktaedrycznej, dlatego wiaza si¢ z ligandem o budowie syme-
trycznej z jednostkami terpirydynowymi. Zalozono, ze we wszystkich przypadkach
reakcji kompleksowania, atomy tlenu pochodzace od grup donorowych liganda nie
biora udziatu w wiazaniu koordynacyjnym. Analiza ESI-MS wskazuje na tworzenie
si¢ kompleksow z czterema centrami metalicznymi [54].

R = COOEt @ = Mn(lt), Fe(ll), Co(ll), Zn(ll)

Schemat 9. Reakcja tworzenia komplekséw kratkowych Mn(Il), Fe(Il), Co (II) i Zn(II) typu [2x2]
Scheme 9.  Schematic representation of the self-assembly of [2x2] grids of Mn(II), Fe(II), Co (II) and Zn(II)

3. KOMPLEKSY Z N -DONOROWYM LIGANDEM
TYPU TETRAPIRYDYNY

Jako produkt uboczny reakcji otrzymywania 4D [53] powstat ligand tetrapiry-
dynowy N -donorowy L*(Rys. 19) [56].

Rysunek 19. Ligand L8 [56]
Figure 19. Ligand L8 [56]

Samoorganizacja liganda L® z jonami miedzi(I) i srebra(I) doprowadzita do
utworzenia homodwurdzeniowych helikalnych zwiazkow kompleksowych, ktorych
struktura zostata potwierdzona przez analizg rentgenograficzna otrzymanych kryszta-
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tow (Rys. 20) [56]. Jony metali sa tetraedrycznie skoordynowane przez cztery atomy
azotu: dwa atomy azotu pochodza z jednej czasteczki liganda L3, natomiast dwa
pozostate z drugiej czasteczki liganda L8. Obie czasteczki liganda L8 zbudowane sa
z dwoch niemal ptaskich fragmentow bipirydynowych, wzgledem siebie niemal pro-
stopadtych. Struktura krystaliczna stabilizowana jest przez stabe wiazania wodoro-
we. Fragmenty (Cu,L8) tacza si¢ ze soba poprzez stabe wiazania C-H-F, obecne
dzigki wystgpowaniu przeciwjonow PF, petniacych funkcjg grup mostkujacych.

Rysunek 20. Struktury krystaliczne kompleksow Cu(I) i Ag(I) [56]
Figure 20.  Crystal structure of complexes of Cu(I) and Ag(I) [56]
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Rysunek 21. Upakowanie czasteczek w krysztale kompleksu Cu(I) [56]
Figure 21. A partial view of the lattice of Cu(II) complex [56]

Struktura krystaliczna stabilizowana jest przez stabe wiazania wodorowe.
C-H--F, obecne dzigki wystgpowaniu przeciwjonéw PF,, pelniacych funkcje grup
mostkujacych (Rys. 21).

Istnienie kompleksoéw helikalnych w roztworze potwierdzita rowniez analiza
widm ESI-MS [57].

W wyniku kompleksowania liganda czterodonorowego L8z jonami metali, kto-
re daza do uzyskania liczby koordynacyjnej 6, takimi jak Co(II) i Zn(Il) powstaly
monordzeniowe kompleksy o strukturze znieksztatlconego oktaedru z ligandem po-
siadajacym helikalng konformacje w ptaszczyznie (Rysunek 22).

Rysunek 22. Struktura krystaliczna monordzeniowego kompleksu Zn(II) [56]
Figure 22.  Crystal structure of mononuclear Zn(II) complex [56]
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Asocjacje¢ kompleksow kationowych tetrapirydynowego liganda z anionowymi
kompleksami zaobserwowano jako wynik samoorganizacji jonow metali przej$cio-
wych z ligandem L* w mieszaninie rozpuszczalnikow CH,CL-CH,CN, z nadmia-
rem polarnego acetonitrylu [58]. Przyktadem jest zwiazek sktadajacy si¢ z dwoch
kationow kompleksowych [CoL*CI(H,0)]" i anionu kompleksowego [CoCl,]*
(Rys. 23):

Rysunek 23. Struktura dimerycznego kompleksu Co(II) z [CoCl,]* [58]
Figure 23.  The structural unit in dimeric complex of Co(II) with [CoCl,]* [58]

Natomiast w wyniku reakcji liganda L® z jonami lantanowcow otrzymany pro-
dukt to s6l podwojnie sprotonowanego liganda [59]. W wyniku reakcji czasteczek
liganda L# z Pr(ClO,),xH,0, Eu(ClO,),-5H,0 oraz Eu(CF,SO,), otrzymano sol
liganda L8 (Rys. 24 i 25). Analiza rentgenograficzna wyizolowanych krysztatow
pozwolita na identyfikacje soli.

Czasteczka liganda jest symetryczna, niemal ptaska (kat skrecenia migdzy dwoma
koncowymi pierscieniami wynosi ok. 6°). Uklad atomdéw azotu jest nastgpujacy:
Z-E-Z. Protonowanie nastgpuje na dwoch atomach azotu w obu zewngtrznych piers-
cieniach. W strukturze obecne sa jeszcze przeciwjony (nieuporzadkowane) i czas-
teczki rozpuszczalnika — acetonitrylu; jedne i drugie biora udzial w sieci wigzan
wodorowych.
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Rysunek 24. Sruktura krystaliczna soli [H,L*CF,SO,),] [59]
Figure 24.  Crystal structure of salt — [H,L}CF,SO,),] [59]

Struktura krystaliczna stabilizowana jest gtdwnie przez stabe wiazania wodo-
rowe C-H-O, jak rowniez przez slabe wiazania wodorowe pomigdzy atomami
wodoru pochodzacymi z protonowanych atomow azotu a atomami tlenu pochodza-
cymi z przeciwjonow ClO, (Rys. 26).

022
021 N33

Rysunek 25. Struktura krystaliczna soli [H,L¥Cl10,),](CH,CN) [59]
Figure 25.  Crystal structure of salt — [H,L#ClO,),](CH,CN) [59]
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Rysunek 26. Upakowanie czasteczek w krysztale soli [H,L#CIO,),[(CH,CN) [59]
Figure 26.  Fragment of the crystal packing of [H,L*C10,),[(CH,CN) [59]

Najwyrazniej ani rodzaj przeciwjonu, ani zastosowany jon lantanowca nie wply-
waja na produkt koncowy reakcji, ktorym jest sol liganda. Jony lantanowcow nie sa
tak dobrymi centrami koordynujacymi N,-donorowy ligand, jak jony d-elektrono-
we, co wynika tez z teorii migkkich kwasow i zasad.

4. KOMPLEKSY Z N,0,-DONOROWYM LIGANDEM ESTROWYM

Otrzymano oraz scharakteryzowano nowy ligand heterodonorowy L° wedlug
procedury zamieszczonej na Schemacie 10 [56].

Prekursorem w syntezie byt zwiazek L3, ktory poddano reakcji utleniania
z CrO, w stezonym kwasie siarkowym otrzymujac produkt 1E. W atmosferze argo-
nu do zwiazku 1E dodano SOCI, i otrzymano zwiazek 2E. Dodano absolutnego
EtOH w celu przeksztatcenia chlorku kwasowego w ester etylowy. Zamiana grup
metylowych terminalnych pierscieni pirydynowych w estrowe doprowadzita do otrzy-
mania liganda L’.
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CrO3, H,S0,
0°C-5h,r.t.-48h

SOCl,,
90 °C, 8 dni

O~ "OEt

Schemat 10. Synteza liganda L’ [56]
Scheme 10. Reaction scheme for the synthesis of ligand L°[56]

W celu zbadania wiasciwosci kompleksujacych, ligand L? poddano reakcjom
z solami metali bloku d: [Cu(CH,CN),]PF, i Co(BF,),"6H,0 + Co(NO,),"6H,0 [56].
W reakcji z Co(II) zastosowano mieszaning soli w celu utatwienia procesu krystali-
zacji w obecnosci dwoch rodzajow przeciwjonow [33]. W przypadku jondéw Cu(l)
z tendencja do geometrii tetraedrycznej oczekiwanym produktem byt dwurdzeniowy
kompleks helikalny. Zamiana grup metylowych na estrowe w terminalnych piers-
cieniach pirydynowych wydaje si¢ nie mie¢ wptywu na reakcje¢ kompleksowania
z jonami miedzi(I). Badania z zastosowaniem spektroskopii ESI-MS produktoéw reak-
cji soli Cu(I) z ligandem L° (w stosunku molowym 1:1) wskazuja ku tworzeniu
podwojnego kompleksu helikalnego. Na widmie widoczny jest tylko jeden gtéwny
pik, o wartosci m/z = 517, odpowiadajacy jonowi [Cu,(L?),]**. Potwierdza to ana-
liza rentgenowska kompleksu otrzymanego w postaci krysztalu (Rys. 27).

Sferg koordynacyjna jonow Cu(l) wypelniaja atomy azotu pierScieni pirydyno-
wych dwoch ligandow L2, liczba koordynacyjna wynosi 4. Atomy tlenu grup estro-
wych nie biora udziatu w koordynacji. Wptyw na stabilizacj¢ uktadu maja obecne
przeciwjony PF,.
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Rysunek 27. Struktura krystaliczna kompleksu helikalnego Cu(I) [56]
Figure 27.  Crystal structure of the helical complex of Cu(I) [56]

W reakcji z jonami Co*" zaobserwowano tworzenie si¢ monordzeniowego kom-
pleksu, co potwierdzita analiza rentgenograficzna zwiazku (Rys. 28). Jon Co?* sko-
ordynowany z czterema atomami azotu liganda L°, atomem tlenu jednej z grup estro-
wych, atomem fluoru z jonu BF, oraz atomem azotu czasteczki acetonitrylu przyj-
muje liczbe koordynacyjna 7 i geometri¢ bipiramidy pentagonalnej. Dodatkowo
w komorce elementarnej znajduja si¢ czasteczki rozpuszczalnika i przeciwjony azo-
tanowe(V).

Rysunek 28. Struktura kompleksu Co(1II) z liczba koordynacyjna 7 [56]
Figure 28.  Crystal structure of Co(II) complex with coordination number 7 [56]
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PODSUMOWANIE

Spontaniczna samoorganizacja kompleksow supramolekularnych jest uzalez-
niona od informacji zawartych w ligandzie i od koordynacyjnych wlasciwos$ci jonu
metalu. Rozmiary komplekséw supramolekularnych sa porownywalne do wielkosci
zwiazkoéw stosowanych w nanotechnologii [69—72], co wskazuje na szeroki wachlarz
ich potencjalnych mozliwosci aplikacyjnych. Stanowi to o kolejnym novum w tej
perspektywicznej dziedzinie. Skonstruowano monoczasteczkowe nanotranzystory
z terpirydynowym zwiazkiem kompleksowym kobaltu [73]. Wysoka skuteczno$¢
tych nowych zwiazkow moze mie¢ wptyw na ich zastosowanie w czujnikach, nowo-
czesnych pojemnych pamigciach (dyktafony, aparaty cyfrowe, przeno$ne kompu-
tery, kamery) i maszynach molekularnych [74].
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ABSTRACT

Diuretics are medicines that intensify the diuresis process. There are several
types of diuretics (high ceiling loop diuretics, thiazides, calcium-sparing diuretics,
potassium-sparing diuretics, osmotic diuretics). Generally all of them increase excre-
tion of water from a body.

According to the Prohibited List published by the World Anti-Doping Agency
diuretics make a group of substances which is prohibited in sport at all times
(in- and out-of-competition). This review describes shortly an ultra performance
liquid chromatography technique, chemical properties of diuretics named in the
WADA Prohibited List as well as a developed analytical method with the use of
UPLC/MS/MS technique for determination of diuretics and other doping agents
(stimulants, masking agents) in urine samples in comparison with a GC/MS method
used earlier. Detailed extraction procedure and comparison of application of several
organic solvents during extraction process were given. Parameters of MS/MS
method have also been given.

The described method was validated in accordance with EURACHEM “The
Fitness for Purpose of Analytical Methods: A Laboratory Guide to Method Valida-
tion and Related Topics”. Limits of detection and recovery level for all compounds
in the method were evaluated.

The developed method allows to detect most of diuretics at the levels of 1/5
MRPL (Minimum Required Performance Limits) and fulfills all requirements of the
World Anti-Doping Agency.

Keywords: diuretics, doping, ultra performance liquid chromatography, tandem mass
spectrometry, extraction

Stowa kluczowe: diuretyki, doping, ultrasprawna chromatografia cieczowa, tande-
mowa spektrometria mas, ekstrakcja
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WSTEP

W 1910 roku polski farmaceuta Alfons Bukowski opracowal metodg oznacza-
nia alkaloidow w $linie koni bioracych udziat w wyscigach konnych na torach War-
szawy, Budapesztu i Wiednia [1, 2]. Analizy te powszechnie uznawane sa za pocza-
tek badan antydopingowych na §wiecie. Jednak systematyczna kontrola dopingu
u zawodnikéw bioracych udziat w sportowej rywalizacji datuje sig od igrzysk olim-
pijskich w Grenoble i Meksyku, w 1968 roku. Rok wczesniej powstata Komisja
Medyczna Miedzynarodowego Komitetu Olimpijskiego (MKOI), ktorej celem byta
organizacja systemu antydopingowego w sporcie. Komisja opublikowata wowczas
swoja pierwsza listg substancji zabronionych. Znalazty si¢ na niej jedynie stymu-
lanty i narkotyczne srodki przeciwbolowe. W kolejnych latach lista znacznie si¢
poszerzyta. W 1988 roku m.in. za niedozwolone w sporcie uznano stosowanie diu-
retykow [3]. Substancje z tej grupy nie wplywaja na poprawe wydolnosci fizyczne;.
Dzialaja wreez niekorzystnie w aspekcie sportowym, poniewaz powoduja obnize-
nie sity mig$niowej i wydolnosci przez zmniejszenie objetosci krazacej krwi i pojem-
nosci tlenowej [4]. Powodem ich stosowania przez sportowcow jest chec do regulo-
wania masy ciata (szczegolnie w sportach, w ktorych wyrdznia sig kategorie wago-
we, takich jak boks, podnoszenie cigzaréw, zapasy itp.), ksztattowania migsni i syl-
wetki (np. kulturystyka), a takze ukrycia obecnos$ci innych zabronionych substancji
poprzez zwigkszenie tempa produkcji i wydalania moczu [5]. Przyjmowanie lekow
moczopednych bez uzasadnienia lekarskiego moze powodowaé wiele dzialan nie-
pozadanych, w tym zaburzenia elektrolitowe (hiponatremig, hipopotasemig i hipo-
magnezemig), nagly spadek cis$nienia tgtniczego, zaburzenia rytmu serca, bole
i zawroty glowy oraz kurcze migsniowe [1].

Pierwszego stycznia 2004 roku role gtownego koordynatora nad $wiatowym
systemem antydopingowym od MKOI przejeta Swiatowa Agencja Antydopingowa
(ang. World Anti-Doping Agency, WADA). Od tego momentu Lista substancji i metod
zabronionych w sporcie (Lista zabroniona) jest rokrocznie aktualizowana, a wszel-
kie zmiany poprzedzane sa licznymi konsultacjami z reprezentantami §wiata spor-
towego i medycznego. Aktualnie obowiazujaca Lista zabroniona WADA [6] syste-
matyzuje substancje i metody zabronione w sporcie w trzech grupach:

— substancje i metody zabronione w kazdym czasie (podczas zawodow i poza

zawodami),

— substancje i metody zabronione podczas zawodow,

— substancje zabronione w niektorych sportach.

Diuretyki i inne Srodki maskujace naleza do pierwszej z wymienionych grup;
podobnie jak: §rodki anaboliczne, hormony peptydowe, czynniki wzrostu i substan-
cje pokrewne, beta-2 agoni$ci, antagonisci i modulatory hormonéw, metody popra-
wiajace transport tlenu, manipulacje chemiczne i fizyczne oraz doping genetyczny.
Warto wspomnie¢, ze Lista zabroniona zawiera jedynie wykaz grup substancji
i metod zabronionych wraz z przyktadami. Ponadto ma charakter otwarty, a przy
wigkszosci klas, po wymienionych przyktadach substancji zabronionych, umiesz-
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czona jest nast¢pujaca uwaga ,,(...) oraz inne substancje o podobne;j strukturze che-
micznej lub podobnym dziataniu biologicznym”. Ta uwaga dotyczy takze diurety-
kéw. Tym samym analityka antydopingowa w przypadku $§rodkow moczopednych
nie ogranicza si¢ jedynie do zwiazkoéw wymienionych na Liscie zabronionej.

Jednym z najwazniejszych elementéw $wiatowego systemu antydopingowego
sa laboratoria, w ktorych analizuje si¢ probki pobrane od sportowcow podczas kon-
troli antydopingowej. Zgodnie ze Swiatowym Kodeksem Antydopingowym [7] ana-
lizy antydopingowe moga by¢ wykonywane wylacznie w laboratoriach, ktore posia-
daja akredytacje WADA. Obecnie na calym $wiecie jest 35 takich laboratoriow,
w tym Zaktad Badan Antydopingowych Instytutu Sportu w Warszawie. W obszarze
zainteresowan tychze laboratoriéw jest ok. trzydziestu substancji zaliczanych do
grupy diuretykdw, ktore rutynowo sa poszukiwane w probkach moczu sportowcow
przy wykorzystaniu roznych procedur przesiewowych (ang. screening procedures)
[8-13].

1. ULTRASPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA POLACZONA
Z TANDEMOWA SPEKTROMETRIA MAS (UPLC/MS/MS)

Chromatografia cieczowa jest jedna z fizykochemicznych technik rozdzielania
sktadnikéw jednorodnych mieszanin. Uktad chromatograficzny sktada si¢ z nieru-
chomej fazy stacjonarnej umieszczonej w kolumnie lub na ptaszczyznie oraz z prze-
pltywajacej przez nia fazy ruchomej. Faza stacjonarng jest substancja o specjalnie
spreparowanej powierzchni, fazg ruchoma stanowi najczgs$ciej mieszanina odpo-
wiednio dobranych rozpuszczalnikéw. Rozdzielanie chromatograficzne nastgpuje
w wyniku réznego powinowactwa rozdzielanych sktadnikow do fazy ruchome;j
1 stacjonarnej uktadu chromatograficznego.

Ultrasprawna chromatografia cieczowa jest odmiang kolumnowej chromato-
grafii cieczowej, w ktorej wykorzystuje si¢ wypetienie kolumny o wielkosci czas-
tek ponizej 2 um (dwukrotnie mniejsze niz w przypadku wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej, HPLC). Wypetnienie kolumny o takiej $rednicy pozwala na prace
przy znacznie mniejszych przepltywach fazy ruchomej niz w przypadku tradycyjnej
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, ale jednoczesnie wymusza konieczno$é
pracy w znacznie wyzszym zakresie ci$nien (do 15000 psi, gdzie 1 psi = 6894,8 Pa).
W poréwnaniu z tradycyjnym HPLC, ultrasprawna chromatografia cieczowa
pozwala uzyskac znacznie wyzsza selektywnos¢ rozdziatu chromatograficznego, przy
jednoczesnym skroceniu czasu analizy.

Spektrometria mas jest instrumentalna technika detekcji pozwalajaca wykry-
wac w fazie gazowej czastki obdarzone tadunkiem. Podstawa spektrometrii mas jest
pomiar stosunku masy do tadunku elektrycznego czastki (m/z). Tandemowa spek-
trometria mas polega na wyizolowaniu jonu macierzystego, poddaniu go fragmen-
tacji, a nastgpnie obserwacji jonow potomnych.
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2. BUDOWA I WEASCIWOSCI CHEMICZNE DIURETYKOW

Najczestszym kryterium podzialu diuretykdéw jest mechanizm, skorelowany
zumiejscowieniem jego dziatania w organizmie. Wedtug tego kryterium wsrod diu-
retykdw wyrdznia si¢ nastepujace grupy [14].

1. Diuretyki petlowe;

a) pochodne sulfonamidowe: furosemid, bumetanid, piretanid;
b) pochodne kwasu fenoksyoctowego: kwas etakrynowy;
¢) zwiazki organiczne rteci: mersalyl.

2. Diuretyki korowego odcinka petli nefronu;

a) pochodne benzotiadiazyny: chlorotiazyd, hydrochlorotiazyd;
b) tiazydy heterocykliczne: chlorotalidon, indapamid.

3. Diuretyki oszczgdzajace potas: spironolakton, triamteren, amilorid.

4. Inhibitory dehydratazy weglanowej: acetazolamid.

Do diuretykow zalicza si¢ zwiazki o bardzo roznorodnych strukturach oraz wtas-
ciwo$ciach fizyko-chemicznych. Wzory strukturalne diuretykdéw, wymienionych
w Liscie zabronionej WADA 2010 [6] przedstawiono na Rysunku 1.

e o

H,N
Acetazolamid Amilorid
o
o SO,NH,
\ Vi \ /
o
WNH
Bendroflumetiazyd Bumetanid

Rysunek 1. Wzory strukturalne diuretykow z Listy zabronionej WADA 2010
Figure 1. Chemical structures of diuretics from WADA Prohibited List 2010
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Figure 1. Continuation
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Rysunek 1. Ciag dalszy
Figure 1.  Continuation

W grupie diuretykéw wyroznia si¢ zwiazki o charakterze: zasadowym (np.:
amilorid, triamteren), obojetnym (np.: kanrenon, spironolakton), jak rowniez diu-
retyki o charakterze stabo kwasnym (np. acetazolamid, diklofenamid, tiazydy) oraz
silnie kwasnym (np. furosemid, bumetanid, piretanid, kwas etakrynowy).

3. EKSTRAKCJA DIURETYKOW Z PROBEK MOCZU

Z%tozona natura oraz zréoznicowana budowa chemiczna substancji z grupy diu-
retykow poczatkowo stanowity dos¢ istotng przeszkode w opracowaniu uniwersal-
nej procedury ekstrahowania diuretykow z probek biologicznych takich jak mocz
i krew [15]. Laboratoria antydopingowe wykonujac analizy probek moczu na obec-
nos$¢ diuretykow przeprowadzaja ekstrakcje zarowno technika do fazy stalej (ang.
solid-phase extraction, SPE) [8], jak rowniez technika ciecz-ciecz (ang. liquid-
liquid extraction, LLE) [16, 17]. W analizie instrumentalnej ekstraktow wykorzy-
stywana jest zarOwno chromatografia gazowej sprzg¢zona ze spektrometria mas
[18-20], jak i chromatografia cieczowa sprzgzona ze spektrometrig mas (ang. mass
spectrometry, MS) [9, 18-20] lub tandemowa spektrometria mas (ang. tandem mass
spectrometry, MS/MS) [8, 10, 17, 21-27].

Wplyw roéznych rozpuszczalnikow organicznych (eter dietylowy, octan etylu)
oraz soli (chlorek amonu, chlorek sodu) na proces ekstrakcji diuretykéw z probek
moczu zostat zbadany przez Venture i in. [16]. W warunkach lekko kwasnych wigk-
szy odzysk z ekstrakcji dla hydrochlorotiazydu i acetazolamidu uzyskiwano przy
zastosowaniu octanu etylu. W przypadku chlortalidonu, furosemidu oraz bumeta-
nidu wyzszy odzysk uzyskano przy wykorzystaniu eteru dietylowego. W warunkach
zasadowych, uzycie octanu etylu pozwala uzyska¢ zdecydowanie wyzszy odzysk
niz w przypadku eteru dietylowego. Zastosowanie podwojnej ekstrakcji probek moczu
(zarowno ze srodowiska kwasnego, jak i zasadowego) pozwala monitorowac kilka-
dziesiat zwiazkéw w jednej procedurze [16].
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Zaktad Badan Antydopingowych Instytutu Sportu analizujac probki na obec-
no$¢ diuretykow przeprowadza podwojna ekstrakcje technika ciecz-ciecz, zardbwno
w srodowisku kwasnym, jak i zasadowym. Probka moczu doprowadzana jest do pH
ok. 5 za pomoca buforu octanowego. Do probki dodawany jest nastgpnie octan etylu.
Po wytrzasnigciu i odwirowaniu warstwa organiczna zachowywana jest do dalsze;j
analizy, natomiast frakcja wodna poddawana jest drugiej ekstrakcji. Do pH ok. 9
probka doprowadzana jest za pomoca weglanu potasu i ponownie poddawana eks-
trakcji z octanem etylu. Po wytrzasnieciu i odwirowaniu obie frakcje octanowe sa
faczone sa ze soba. Octan etylu odparowuje si¢ w strumieniu azotu. W przypadku
analizy probek w uktadzie GC/MS do suchej pozostatosci dodawany jest czynnik
derywatyzujacy (CH,I). W razie analizy w uktadzie LC/MS/MS sucha pozostatos¢
rozpuszczana jest w 10% roztworze metanolu.

W procedurze przesiewowej warunki ekstrakcji dobierane sa grupowo, tak aby
umozliwi¢ jednoczesna analizg jak najwigkszej ilosci zwiazkoéw, gwarantujac row-
noczes$nie wykrycie substancji zabronionych w st¢zeniach na wymaganym pozio-
mie. Dla analizy weryfikujacej (konfirmacyjnej), warunki ekstrakcji moga by¢
dobrane indywidualnie do analizowanej substancji.

Uniwersalno$¢ powyzszej procedury ekstrakcji pozwala na wykorzystanie jej
nie tylko do wykrywania diuretykéw, ale takze innych substancji o podobnych wias-
ciwo$ciach fizycznych oraz chemicznych. Powyzsza procedura umozliwia m.in.
monitorowanie takich zwiazkéw dopingujacych jak: probenecid (substancja masku-
jaca), efaproksiral (RSR13 — substancja zwigkszajaca transport tlenu), niektoérych
stymulantéw (np. mezokarbu i modafinilu), jak réwniez wigkszos$ci beta-adrenoli-
tykéw [11, 28, 29].

4. ZASTOSOWANIE ULTRASPRAWNEJ CHROMATOGRAFII
CIECZOWEJ POLACZONEJ Z TANDEMOWA SPEKTROMETRIA MAS
(UPLS/MS/MS) DO WYKRYWANIA DIURETYKOW W MOCZU

Jak wspomniano powyzej, potaczenie ultrasprawnej chromatografii cieczowe;j
(UPLC) z tandemowa spektrometria mas (MS/MS) jest jedna z technik wykorzysty-
wanych przez laboratoria antydopingowe do wykrywania diuretykéw w probkach
moczu. Ze wzgledu na znaczne réznice w budowie czasteczkowej diuretykow,
w przypadku analiz UPLC/MS/MS zachodzi konieczno$¢ zastosowania dwoch try-
boéw jonizacji, dodatniej oraz ujemnej. Krotki czas przetaczania spektrometru mas
pomigdzy trybami jonizacji (20 ms) pozwala na wykonanie analizy w dwoch try-
bach jonizacji w jednym przebiegu analitycznym.

Wykorzystanie ultrasprawnej chromatografii cieczowej pozwala na wykonanie
analizy instrumentalnej jednej probki w czasie do 5 min. Analizy probek na obec-
nos¢ diuretykow przeprowadzane sa w trybie gradientowym. Jako faz¢ ruchoma
stosuje si¢ wodg oraz metanol z dodatkiem buforu amonowego. Dla kazdego zwiazku
w procedurze przesiewowej zdefiniowano po dwie reakcje fragmentacji (ang. Mul-
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tiple Reaction Monitoring, MRM). Dla analiz weryfikacyjnych zwykle definiowane
sa 3—4 transmisje MRM (wybrane parametry analityczne metody przedstawiono
w Tabeli 1). Kryteria akceptacji odchylen w czasie retencji oraz odchylen w powierz-
chniach pikéw pomigdzy substancja oznaczana a wzorcem zostaly szczegdtowo opi-
sane w jednym z dokumentéw technicznych WADA [30].

Tabela 1. Wybrane parametry analityczne metody wykrywania diuretykow i innych zwiazkow

dopingujacych technika UPLC/MS/MS

Table 1. Selected parameters of the analytical method using UPLC/MS/MS for detection of diuretics

and other doping agents

Czas Jon pseudo- Jon Napigcie Energia
Zwiazek retencji moleiulam fraementacyin stozka zderzen
[min] Y| eI v [eV]
220.94 79.83 45.00 25.00

Acetazolamid 1.01
220.94 82.73 45.00 20.00
229.99 59.88 25.00 20.00

Amilorid 1.45
229.99 170.81 25.00 20.00
419.98 289.07 50.00 25.00

Bendroflumetiazyd 2.80
419.98 328.00 50.00 30.00
363.14 79.70 55.00 25.00

Bumetanid 2.86
363.14 207.02 55.00 20.00
341.20 107.00 35.00 30.00

Kanrenon 3.57
341.20 187.00 35.00 25.00
417.18 107.09 15.00 45.00

Spironolakton 341
417.18 341.31 15.00 15.00
293.97 178.86 50.00 45.00

Chlorotiazyd 0.83
293.97 213.98 50.00 30.00
336.96 145.87 45.00 20.00

Chlortalidon 2.28
336.96 189.89 45.00 20.00
344.06 77.88 45.00 35.00

Klopamid 2.64
344.06 188.98 45.00 35.00
302.90 77.71 45.00 35.00

Diklofenamid 1.94
302.90 187.84 45.00 30.00
300.96 191.88 40.00 35.00

Kwas Etakrynowy 3.09
300.96 242.97 40.00 15.00
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Tabela 1. Ciag dalszy
Table 1. Continuation

Czas Napigcie | Energia
. .. Jon pseudo- Jon . ,
Zwigzek retencji molekularn fraementacyin stozka zderzen
[min] Y| TemeReI ] v [eV]
256.94 148.68 45.00 30.00
Etoksyzolamid 2.80
256.94 177.79 45.00 15.00
328.98 204.91 40.00 25.00
Furosemid 2.26
328.98 284.92 40.00 15.00
295.94 204.94 45.00 25.00
Hydrochlorotiazyd 0.99
295.94 268.97 45.00 20.00
364.03 77.65 45.00 45.00
Indapamid 2.85
364.03 188.80 45.00 30.00
323.00 119.00 21.00 25.00
Mezokarb* 2.96
323.00 177.00 21.00 20.00
339.20 135.00 21.00 30.00
Hydroksymezokarb* 2.52
339.20 193.10 21.00 15.00
355.00 193.10 21.00 15.00
Dihydroksy-Mezokarb* 2.25
355.00 221.00 21.00 15.00
364.04 230.97 55.00 30.00
Metolazon 2.64
364.04 256.98 55.00 25.00
274.07 151.96 40.00 40.00
Modafinil* 2.86
274.07 167.02 40.00 15.00
361.05 79.72 40.00 25.00
Piretanid 2.63
361.05 317.09 40.00 15.00
283.94 139.75 45.00 25.00
Probenecid 2.72
283.94 240.06 45.00 15.00
254.10 103.90 45.00 40.00
Triamteren 2.28
254.10 237.07 45.00 30.00
377.83 241.90 50.00 25.00
Trichlormetiazyd 2.02
377.83 305.79 50.00 15.00
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Tabela 1. Ciag dalszy
Table 1. Continuation

Czas Napigcie | Energia
. .. Jon pseudo- Jon . ,
Zwigzek retencji molekularn fraementacyin stozka zderzen

[min] S ettt A [eV]

352.94 126.77 40.00 35.00

Ksypamid 245

352.94 273.99 40.00 30.00

Efaproksiral (RSR13)** 3.05 342.00 122.00 35.00 28.00
Benztiazyd 2.75 431.93 90.95 30.00 25.00
Butiazyd 3.65 353.19 144.10 35.00 25.00

* Substancja z grupy stymulantow.
** Substancja zwigkszajaca transport tlenu.

5. GRANICA WYKRYWALNOSCI

Powyzej opisana metoda zostata poddana walidacji zgodnie z protokotem zapro-
ponowanym przez EURACHEM Working Group [31]. Ze wzgledu na fakt, ze diu-
retyki sa substancjami, dla ktorych Swiatowa Agencja Antydopinowa (WADA) nie
okreslita stezen progowych, ktorych przekroczenie powoduje uznanie wyniku ana-
lizy za pozytywny [32], kluczowym parametrem, ktory nalezato zbada¢ w procesie
walidacji byta granica wykrywalno$ci. Nalezalo sprawdzi¢ czy zaproponowana
metoda umozliwia wykrycie badanych substancji przynajmniej na poziomie MRPL
(ang. Minimum Required Performance Limit — minimalna wymagana warto$¢ gra-
nicznej wykrywalnosci) [32]. Wartosci MRPL ustalone przez WADA oznaczaja mini-
malne st¢zenie analitu w probee, ktore winno by¢ wykryte i potwierdzone w labora-
toriach posiadajacych akredytacje Swiatowej Agencji Antydopingowe;.

W celu sprawdzenia przydatnosci metody do badan antydopingowych przygo-
towano probki mieszaniny wzorcow diuretykow iinnych zwiazkéw (wymienionych
w Tabeli 2) o stezeniach: 30, 50, 100, 250 ng/ml. Probki badanych substancji pod-
dano procesowi ekstrakcji. Rownolegle, w uktadzie UPLC/MS/MS, analizowano
probki kontrolne przygotowane z mieszaniny wzorcow (o st¢zeniach identycznych
jak te podane powyzej), ktore nie zostaly poddane procesowi ekstrakcji. Stopien
odzysku okre$lono na podstawie stosunku powierzchni pikow badanych substancji
dla probek po ekstrakcji do powierzchni pikow wzorcow (probek testowych) bez-
posrednio wprowadzonych do uktadu analitycznego. Dla przewazajacej wigkszosci
zwiazkow wykazano odzysk z ekstrakcji na poziomie powyzej 80%. Granicg wykry-
walnosci okreslono na podstawie stosunku sygnatu do szumu (ang. signal to noise,
S/N), przyjmujac, ze warto$¢ tego stosunku dla jonu o najmniejszej odpowiedzi
powinna wynosi¢ nie mniej niz 3. Dla wigkszosci diuretykow uzyskano granice
wykrywalnos$ci na poziomie 1/5 MRPL tj. 50 ng/ml moczu (wyznaczone granice
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wykrywalnosci poszczegolnych zwiazkow zestawiono w Tabeli 2). Dla porowna-
nia, stosowana wczesniej w Zaktadzie Badan Antydopingowych procedura wykry-
wania diuretykéw technika GC/MS takze spetniata kryteria WADA, ale nie pozwa-
lata na oznaczanie wigkszosci diuretykéw w probkach moczu na tak niskich pozio-

mach.

Tabela 2. Granice wykrywalnos$ci diuretykow 1 innych substancji dopingujacych w moczu

w metodzie wykorzystujacej uktad UPLC/MS/MS

Table 2. Limits of detection for diuretics and other doping agents in the analytical method

with use of UPLC/MS/MS
Zwiazek Granica [vr\lfg/kél}lf]walnos'ci Zwiazek Granica [vr\lfg}(r;}lf;valnos'ci

Acetazolamid 250 Indapamid 50
Amilorid 250 Metolazon 250
Bendroflumetiazyd 50 Modafinil 50
Bumetanid 250 Piretanid 100
Kanrenon 50 Probenecid 100
Spironolakton 50 Triamteren 50
Chlorotiazyd 50 Trichlorometiazyd 50
Chlortalidon 50 Ksypamid 50
Klopamid 50 Benztiazyd 50
Diklofenamid 50 Butiazyd 50
Kwas etakrynowy 50 Efaproksiral 30
Etoksyzolamid 50 Hydroksy-Mezokarb 100
Furosemid 50 Dihydroksy-Mezokarb 100
Hydrochlorotiazyd 50

PODSUMOWANIE

Opracowana w Zakladzie Badan Antydopingowych procedura analityczna
wykrywania diuretykow technika UPLC/MS/MS spetnia wymagania stawiane meto-
dom detekcji substancji zabronionych w sporcie, zarowno pod wzgledem poziomu
wykrywalnosci, jak rowniez zakresu badanych zwiazkow. Stosunkowo prosta pro-
cedura ekstrakcji oraz niedtugi etap oznaczania pozwalaja na przeprowadzenie ana-
lizy probki na obecnos$¢ diuretykdw w bardzo krotkim czasie oraz przedstawienie
wynikow badan do 48 h od momentu przyjecia probki. Opisywana procedura moze
by¢ rozszerzana o kolejne substancje zabronione w sporcie posiadajace podobne do
diuretykow wlasciwosci chemiczne i fizyczne.




332 W. TSZYRSZNIC, D. STANCZYK, A. POKRYWKA, D. KWIATKOWSKA

Aktualnie w laboratoriach antydopingowych testuje si¢ mozliwo$¢ analizowa-
nia probek na obecnos$¢ diuretykow wykorzystujac bezposredni nastrzyk moczu na
kolumng chromatograficzng. Badoud i in. [33] zastosowali taka uproszczona proce-
dure z wykorzystaniem uktadu chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrome-
tria mas wysokiej rozdzielczosci, wykorzystujaca kwadrupol w polaczeniu z anali-
zatorem czasu przelotu (Q-TOF).

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] S. Koztowski, W.J. Rewerski, Doping, PZWL, Warszawa, 1980.
[2] W. Roeske, Arch. Hist. Med., 1968, 31, 167.
[3] D. Clasing, Doping und seine Wirkstoffe: verbotene Arzneimittel im Sport, Spitta Verlag, Balin-
gen, 2004, 276.
[4] W. Granowska, Doping zabija sport, Towarzystwo Lekarskie Warszawskie, Warszawa, 2006,
83-95.
[5] H. Sarikaya, C. Peters, T. Schultz, M. Schoenfelder, H. Michna, Biomedical Side Effects of
Doping, Uni-Druck OHG, Cologne, 2007, 34—44.
[6] World Anti-Doping Agency, The World Anti-Doping Code. The 2010 Prohibited List, [dostep
10 stycznia 2010]. Dostepny w Internecie: http://www.wada-ama.org/rtecontent/document/
2010 Prohibited List FINAL EN Web.pdf.
[7] World Anti-Doping Agency, The World Anti-Doping Code 2009, [dostep 10 stycznia 2010].
Dostegpny w Internecie http://www.wada-ama.org/rtecontent/document/code v2009 En.pdf.
[8] D. Thieme, J. Grosse, R. Lang, R.K. Mueller, A. Wahl, J. Chromatogr. B, 2001, 757, 49.
[9] Y. Qin, X.B. Wang, C. Wang, M. Zhao, M.T. Wu, Y.X. Xu, S.Q. Peng, J. Chromatogr. B Analyt.
Technol. Biomed. Life Sci., 2003, 794, 193.
[10] C. Goebel, G.J. Trout, R. Kazlauskas, Anal. Chim. Act., 2004, 502, 65.
[11] K. Deventer, P. Van Eenoo, F.T. Delbeke, Rapid Commun. Mass Spectrom., 2005, 19, 90.
[12] K. Deventer, G. Baele, P. Van Eenoo, O.J. Pozo, F.T. Delbeke, J. Pharm. Biomed. Anal., 2009,
49, 519.
[13] W. Schaenzer, H. Geyer, A. Gotzmann, U. Mareck , Recent Adv. Doping Anal., 2003, 11, 13.
[14] W. Kostowski, P. Kubikowski, Farmakologia — podstawy farmakoterapii i farmakologii klinicz-
nej, PZWL, Warszawa, 1994.
[15] A.C. Moffat, M.D. Osselton, B. Widdop, Clarke s Analysis of Drugs and Poisons in pharmaceuti-
cals, body fluids and postmortem material, The Pharmaceutical Press, London, 2003.
[16] R. Ventura, T. Nadal, P. Alcalde, J.A. Pascual, J. Segura, J. Chromatogr. A, 1993, 655, 233.
[17] K. Deventer, O.J. Pozo, P. Van Eenoo, F.T. Delbeke, J. Chromatogr. A, 2009, 1216, 5819.
[18] L. Amendola, C. Colamonici, M. Mazzarino, F. Botre, Anal. Chim. Act., 2003, 475, 125.
[19] V. Morra, P. Davit, P. Capra, M. Vincenti, A. Di Stilo, F. Botre, J. Chromatogr. A, 2006, 1135, 219.
[20] R. Ventura, J. Segura, J. Chromatogr. B, Biomedical Sciences and Applications, 1996, 687, 127.
[21] W. Schaenzer, H. Geyer, A. Gotzmann and U. Mareck, Recent Adv. Doping Anal., 2000, 8, 47.
[22] K. Deventer, F.T. Delbeke, K. Roels, P. Van Eenoo, Biomed. Chromatogr., 2002, 16, 529.
[23] K. Deventer, O.J. Pozo, P. Van Eenoo, F.T. Delbeke, J. Chromatogr. A, 2009, 1216, 2466.
[24] W. Schaenzer, H. Geyer, A. Gotzmann and U. Mareck, Recent Adv. Doping Anal., 2001, 9, 321.
[25]
[26]

W. Schaenzer, H. Geyer, A. Gotzmann and U. Mareck, Recent Adv. Doping Anal., 2008, 16, 313.
L. Politi, L. Morini, A. Polettini, Clin. Chim. Act., 2007, 386, 46.



IDENTYFIKACJA DIURETYKOW W MOCZU 333

[27] B. Shao, J. Zhang, Y. Yang, J. Meng, Y. Wu, H. Duan, Rapid Commun. Mass Spectr., 2008, 22,
3427.

[28] G.J. Murray, J.P. Danaceau, J. Chromatogr. B, 2009, 877, 3857.

[29] W. Schaenzer, H. Geyer, A. Gotzmann and U. Mareck, Recent Adv. Doping Anal., 2005, 13, 21.

[30] World Anti-Doping Agency, Technical Document TD2003IDCR - Identification Criteria For
Qualitative Assays Incorporating Chromatography And Mass Spectrometry, [dostep 10 stycznia
2010]. Dostgpny w Internecie http://www.wada-ama.org/rtecontent/document/criteria_1 2.pdf.

[31] EURACHEM Working Group, The Fitness for Purpose of Analytical Methods: A Laboratory
Guide to Method Validation and Related Topics, 1998, Teddington, [dostgp 10 stycznia 2010].
Dostgpny w Internecie: http://www.eurachem.org/guides/valid.pdf.

[32] World Anti-Doping Agency, Technical Document TD2009MRPL - Minimum Required Perfor-
mance Limits For Detection of Prohibited Substances, [dostgp 10 stycznia 2010]. Dostgpny
w Internecie http://www.wada-ama.org/Documents/World_Anti-Doping_Program/WADP-IS-
Laboratories/WADA_TD2009MRPL_EN.pdf.

[33] F. Badoud, E. Grata, L. Perrenoud, L. Avois, M. Saugy, S. Rudaz, J.L. Veuthey, J. Chromatogr. A,
2009, 1216, 4423.

Praca wptyneta do Redakcji 20 stycznia 2010






WIADOMOSCI 2010, 64, 3-4
chemiczne PL ISSN 0043-5104

FELIETON NAUKOWY

25

OKRUCHY XVI.
O MOICH STUDIACH CHEMICZNYCH

Ignacy Z. Siemion

! Wydziat Chemii, Uniwersytet Wroctawski,
ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw




336 1.Z. SIEMION

Ignacy Z. Siemion, urodzony w 1932 r., ukonczyt studia
chemiczne na Uniwersytecie Moskiewskim w 1955 r. Dok-
torat nauk technicznych na Politechnice Wroctawskiej —
1964. Doktor habilitowany nauk chemicznych — 1968.
Profesor nadzwyczajny — 1974, profesor zwyczajny — 1981.
Byl kierownikiem Zaktadu Chemii Organicznej Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Wtasne zaintere-
sowania badawcze: chemia i stercochemia peptydow
i bialek. Wypromowat 23 doktoréw chemii, z ktérych trzech
si¢ habilitowato. Autor 8 ksiazek, 275 prac oryginalnych
i ponad 120 artykutéw przegladowych oraz dotyczacych
historii nauki. W latach 1983-1994 Redaktor Naczelny ,,Wiadomos$ci Chemicz-
nych”. Obecnie opiekun Gabinetu Historii Chemii Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego.




OKRUCHY XVI. O MOICH STUDIACH CHEMICZNYCH 337

Nie tak dawno, jedna z Pan naszej Biblioteki Wydzialowej, dzielnie wspoma-
gajaca moje prace, powiedziata: — dlaczego Pan nie pojechal na studia gdzie$ na
Zachdd, musiat Pan jecha¢ do Rosji? I byt w tym ton jakiej$ przygany. Usmiechna-
tem sie¢ nad nietrwatoscia wszelkiej pamigci. — Czy, Panie, nie wiecie — odparlem —
ze Zachod byt wtedy catkowicie zamknigty i zaryglowany, ze tam si¢ nie jezdzito.
Otoz, Panie, urodzone znacznie p6zniej, juz tego nie wiedzialy. Niczym te dzieci
amerykanskie, ktore pisza, ze w getcie bylo Zle, bo nie bylo tam gumy do Zzucia i nie
bylo mozna kupi¢ nowych dzinséw. Poczutem si¢ zobowiazany, zeby co$ o tych
studiach napisac.

Byt to rok 1950. Krétko przed matura, ogloszono w szkole (byto to Liceum
im. J. Zamoyskiego w Lublinie), ze mozna si¢ zgtosi¢ na studia do ZSRR. Nie namy-
slatem si¢ dlugo. Rozwiazywalo to moje problemy zyciowe. Od szesnastego roku
zycia bytem zdany na wtlasne juz sity. Liceum konczytem dzigki stypendiom szkol-
nym. A warunki oferowane przez 6wczesne Ministerstwo bylty wyjatkowo dobre.
Jako kierunek studiéw zglositem biochemig. Nie wiedziatem, ze w systemie szkot
radzieckich jest ona umieszczona na wydziatach biologii. U nas zreszta postapiono
podobnie, nie bez szkody dla tej pigknej nauki. Latem odbyt si¢ w Warszawie kurs
kwalifikacyjny. Poznawali§my pospiesznie elementy jgzyka rosyjskiego, wystuchi-
walismy niekonczacych si¢ wyktadow o planie szescioletnim, ktory wtasnie wcho-
dzit w zycie. Grupami mtodziezy opiekowali si¢ starsi koledzy juz tam studiujacy.
Rzecz jasna upatrywali sobie oni wsérdd kandydatow takich, ktérych chcieliby mie¢
przy sobie. Kiedy wigc znalaztem si¢ juz w Moskwie, przed komisja, ktora rozdzie-
lata nas pomigdzy o$rodkami i ulokowanymi tam uczelniami, ustyszatem od repre-
zentanta polskich studentéw w Moskwie: idziesz na chemi¢ na MGU. — Ale — wyja-
katem — ja chciatem na biochemi¢ — Chemia, czy biochemia, co ci zalezy — zadecy-
dowatl za mnie ten kolega. A byl to Kazio Nowicki, Oswigcimiak, ktéremu oboz
koncentracyjny zastapit normalne lata szkolne, a z ktérym mialem si¢ potem za-
przyjazni¢. No i w ten sposob zostatem studentem chemii. Nasz rocznik polskich
stypendystow liczyt ponad czterystu studentéw. Na chemi¢ w MGU trafito nas trzech,
obok mnie Tadek Kobos z Olkusza i Arnold Adamiec z Opolszczyzny. Byla na
wydziale jeszcze dwojka starszych kolegdw, juz na piatym roku. Byli to Hanka Mar-
kowska, ktora potem pracowata w grupie prof. Michalskiego w Lodzi, i Janusz Dab-
rowski, w pozniejszych latach przez pewien czas wicedyrektor [ChO PAN w War-
szawie.

Pierwsze miesiace byly bardzo trudne. Znikoma znajomos¢ rosyjskiego, ostroz-
no$¢ kolegow Rosjan, by nie narazi¢ si¢ nieopatrznymi kontaktami z badz co badz,
inostrancami, male obycie z praca w laboratorium. Nowy uniwersytet na Wzgo-
rzach Leninowskich, dopiero si¢ budowatl. Mieszkali$my w ostawionych przez Sot-
zenicyna starych kazarmach na Stromynce nad Jauza. Po siedmiu, o$miu w pokoju.
Dom studencki byt koedukacyjny. Byly obok siebie pokoje zenskie i meskie. Ale nie
bylo miejsca dla zadnych eksceséw. Dziewczgta nas, inostrancow, raczej unikaly.
Panowat duch surowej, powojennej dyscypliny, no i stalinowski zakaz zawierania
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matzenstw z obywatelami innych panstw. Mgczace byto nasze zawieszenie w swo-
istej prozni spotecznej. Straciliémy kontakt ze starym krajem. I nie przyjmowato nas
— traktowato jak obce cialo, srodowisko miejscowe.

Za to kolektyw nauczajacy byl na wydziale doskonaty. Byly to $wietne lata
chemii na MGU.

Na wydziale pracowato bodaj dwunastu cztonkoéw rzeczywistych i korespon-
dentow Akademii Nauk. Na pierwszym roku chemii ogo6lnej nauczat profesor Spi-
cyn, wtedy jeszcze cztonek-korespondent Akademii. Za stabo wtedy znatem rosyj-
ski, by cieszy¢ si¢ tym wyktadem. Ale byt co si¢ zowie solidny. Drugi rok studiéw
byt analityczny. Bylo tam dwdch profesorow. Jeden wielki i zwalisty, drugi wysu-
szony, malutki staruszek, Nazywano ich wigc ,,makrodied” i ,,mikrodied”. ,,Makro-
died” nosit nazwisko Przewalski i przyznawatl si¢ do polskiego pochodzenia, cho¢
nie demonstracyjnie. Kiedys$ kazat mnie do siebie przyprowadzi¢ i w milczeniu mi
si¢ przygladal. Obaj nie prowadzili wyktadéw. Robity to za nich mtodsze wspotpra-
cownice. Analityczna chemia na MGU byla wigc jakby ubozsza, niz inne chemie.
Niedtugo potem przyszedt na wydziat profesor Alimari, cztonek korespondent Aka-
demii. Przy nim rozwinat sig talent Jurki Zototowa, mojego kolegi z roku, z ktérym
mieszkatem dwa lata w jednym pokoju. Nie ma czasu, by opowiedzie¢ jak Jura
podpadt politycznie wladzom, ale fakt, ze byt ,,podpadnigty” swiadczy o niemalej
odwadze profesora Alimarina, ktory si¢ nim zaopickowat. Zolotow zostat p6zniej
cztonkiem rzeczywistym AN.

Chemig organiczna wyktadat sam Niesmiejanow. Zostat wtasnie prezydentem
Akademii, co nie przerwalo jego systematycznego wyktadu. Wykladal spokojnie
i rzeczowo. Jego syn, Kola, byt na naszym roku studidow i przyjezdzal na poranny
wyktad ojcowym stuzbowym autem. Opowiadal, ze po drodze ojciec przygotowuje
si¢ do wyktadu, bo w innych porach nie ma na to czasu. Dziwitem sig trochg, ze nie
pozwala zabra¢ sobie wyktadu. — C6z chcesz — powiedziat mi wtedy kolega, zyd
rosyjski — to jest jego wig¢z z masami.

A przeciez Niesmiejanow miatl dwoch doskonalych pomocnikéw. Byli to mto-
dzi wtedy docenci, Reutow i Koczetkow. Obydwaj zostali cztonkami rzeczywistymi
AN. Reutow zastgpowat Niesmiejanowa jako wyktadowca, ale szef bardzo rzadko
dawatl mu po temu sposobnos¢. A trzeba powiedzie¢, ze Reutow miat do tego praw-
dziwy talent. P6zniej miatem okazje wystuchac¢ jego wyktadu z teoretycznych pod-
staw chemii organicznej. Byl na prawdg porywajacy. Koczetkow byl natomiast wykta-
dowym asystentem Niesmiejanowa. Przygotowywal pokazy lekcyjne i byt w tym
swietny. Stynal z tego, ze mu wychodzity wszelkie doswiadczenia. W pozniejszych
latach powotano go na cztonka-korespondenta AN i co$ dlugo nie awansowat dale;j.
Zalil sig¢ nawet przy okazji jakiego$ spotkania Januszowi Dabrowskiemu, ktory pod
jego okiem wykonywat doktorat i dobrze si¢ znali. — Przeciez — perswadowal mu
Janusz — jest pan cztonkiem korespondentem Akademii. To przeciez nie malo. —
Janusz — odpart Koczetkow — u nas w Sowietskom Sojuzie te§ciowa akademika
wigcej znaczy, niz czlonek-korespondent. P6zniej, juz jako akademik, byt Koczet-
kow dyrektorem Instytutu Chemii organicznej AN.
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Wyktad Niesmiejanowa nie byt popisem krasoméwstwa. Byt spokojny, pozba-
wiony anegdot i zartow. Raz tylko zaryzykowat drobny zart. Mowil o wiazaniu che-
micznym. Ze tworza je dwa elektrony o przeciwnych spinach. A ,,spina” to jak wia-
domo po rosyjsku ,,plecy”. ,,Elektrony — mowi wigc Niesmiejanow — paruja sig spi-
nami. Prawda, jakie to dziwne?

ZaniemowiliSmy wtedy z wrazenia.

Bylismy na trzecim roku studiow, gdy na wydziat spadta nieoczekiwana reor-
ganizacja. Bylo to zwiazane z gwaltownym zapotrzebowaniem na absolwentéw przy-
gotowanych do pracy w laboratoriach radiochemicznych i jadrowych. Studentow-
chemikoéw, ktorym mozna byto powierzy¢ takie zadanie, byto zapewne za mato, bo
na nasz rok przeniesiono pewnie ze stu studentow trzeciego roku geologii. Razem
z wyselekcjonowanymi chemikami utworzyli oni oddzial studiow tajnych, z tajnymi
notatkami z zaje¢ i absolutnym utajnieniem calego toku studiow. Na wydziale i tak
bylo ciasno — zrobito si¢ bardzo ciasno. Tymczasem rozpoczety si¢ wyktady i zaje-
cia laboratoryjne z chemii fizycznej. Wyktadal ten przedmiot profesor Gierasimow,
cztonek-korespondent Akademii. Nie mial talentu wyktadowego. Wyktadat cicho,
nudnie. W dodatku, wobec trudnosci lokalowych na wydziale wyktad wyznaczono
na szosta rano. Zeby zdazy¢, trzeba byto wstaé przed piata. W dobrze nagrzanej
zima sali zasypialiémy pokotem. Nie miatem sity shucha¢. Zeby sig do tego zmusié,
siadalem w pierwszych rzedach audytorium. Poczym pograzatem si¢ we $nie. Inni
rozmawiali, halasowali. AZ pani prodziekan przychodzita, by nas uspokoié¢. — Prze-
ciez wam wyktada — méwita — nie byle kto, a powazny uczony. Ale nie byto na nas
rady.

Na trzecim roku studiéw mieli$my tez wyktady i zajgcia laboratoryjne z tech-
nologii chemicznej. Szefem technologii byl akademik Wolfkowicz. Wysoki pan
o dostojnym i jakby wojskowym wygladzie — nic dziwnego — powiedziat mi kolega
(zyd rosyjski, ktory utrzymywal, ze ma pochodzenie litewskie) — przeciez to woj-
skowy; generat-lejtnant wojsk chemicznych. Byt to prawdziwy orator, ale mato miat
czasu, 1 wyklady prowadzili za niego dwaj docenci. Jeden technologi¢ nieorganiczna,
a drugi organiczna. Poza wydziatem profesor Wolfkowicz byt dyrektorem Instytutu
Insekto-Fungicydow. Byly to lata wzmozonej walki z kosmopolityzmem i nie mato
dziwiono sig takiej nazwie. A akademik Wolfkowicz miat na to odpowiedzie¢ (powta-
rzat mi to kolega Rosjanin, by¢ moze byta to tylko anegdota, przypisywana Wolfko-
wiczowi, z ktorg sam nie mial nic wspolnego): gdyby chcie¢ moj instytut nazywaé
wedtug utartego schematu, to nazwa powinna brzmie¢ — Nauczno — Issledowatiel-
skij Institut Chimiczeskich Udobrenii i Jadow. [ wot, sdielajtie sokraszczenije. Sami
widzicie, ze tak nie mozna.

Na czwartym roku studiéw czekatl nas wyodrebniony z chemii fizycznej
wyktad z chemii koloidow. Prowadzit ten wykltad czlonek rzeczywisty Akademii,
profesor Rhebinder. Byt on prawdziwym fanatykiem koloidow. Wyktadat §wietnie.
Nigdy nie zapomng, jak stojac przy tablicy, na ktorej wyprowadzit rGwnanie absorp-
cji Langmuira wotal podniecony: spdjrzcie tylko, jakie to pigkne! Lubit on wpadac
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nagle na egzamin i osobiscie egzaminowac jakas ofiarg, struchlata z wrazenia. Schwy-
cit tak mojego wspodtlokatora ze Stromynki, Borysa, i zaczat go pytaé¢ o koloidy
stale. Chodzito mu o ziemig, ktora uwazana jest za taki staty koloid. A kolega si¢
zacukat. — No, pomyslcie — pomagal mu profesor — po czym chodzicie. A przera-
zony chlopak wyjakat wreszcie — po asfalcie. Profesor zerwat si¢ z miejsca, zaczat
biega¢ wzburzony po pokoju, krzyczac: po asfalcie! Po asfalcie! Z najwigkszym
oburzeniem.

Na czwartym roku studiéw wystuchatem tez wyktadu historii chemii, profesora
Figurowskiego. Z wyktadu niewiele pamigtam, a przeciez w przysztosci miala to
by¢ moja druga, uboczna specjalizacja naukowa. Za to pamigtam, jak dwczesna
zona Jurki Ztotowa zdawala u niego egzamin. Profesor mial zwyczaj pytac, z jakiej
specjalizacji jest delikwent, zeby pytania przystosowaé do kierunku pracy wiasnej
studenta. A ona, zapytana na wstepie o specjalizacjg, zakrzyczata: alchemia! Alche-
mia! Wigc byta tez pytana o alchemig.

Z posrod wyktadowcow, ktérzy pracowali na innych wydziatach, a u nas prowa-
dzili zajecia z przedmiotow pomocniczych, najbardziej wyraziscie rysuje mi si¢
w pamigci posta¢ wyktadowcy matematyki wyzszej, Tumarkina. Jego wyktad byt
wzorem systematycznosci i logiki. Pozniej, juz w kraju, pewien matematyk pytat
mnie, kto miat dla nas matematyke. — Tumarkin — odpowiadam. — Tumarkin? Prze-
ciez to wybitny matematyk! — powiedzial méj rozmowca z jakims zalem i zdumie-
niem w glosie, Musiato mu si¢ zrobi¢ przykro, ze wybitny uczony glosit prawdy
matematyki dla jakich§ tam chemikow.

A mdj przyjaciel, Alosza Zajcew uto-
zyt nawet piosenkg o Tumarkinie, ktora
w jezyku rosyjskim brzmiata tak:

Lew Abramowicz Tumarkin, eech,
eech, eech, eech,

Chleszczet wodku wysszej marki!
Eech, ech, nam by te-ek!

Wyktadowcy fizyki og6lnej nie zale-
gli na trwale w mojej pamigci. Inaczej
profesor Iwanienko, ktory miat dla nas
kurs fizyki teoretycznej. Znany, jako
wczesny tworca teorii budowy jadra ato-
mowego. Ptomienny wyktadowca. W do-
datku miat sktonnos¢ do historii nauki
i pokazywal nam jak si¢ ksztatltowaty i jak stopniowo byly rozwiazywane problemy
teoretycznej fizyki. Bardzo to bylo pouczajace.

Wspomng tu jeszcze o kursie krystalografii. Wyktadal ja profesor Poraj-Ko-
szyc, o ktorym moéwiono, ze jest polskiego pochodzenie. Pracowal na Wydziale
Geologii. Chemia nie miata wtedy wtasnej katedry krystalografii.

Fot. 1. Moi moskiewscy przyjaciele,
‘Stromynbratja”, Alosza Zajcew i Jura Zototow
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Po trzecim bodaj roku studiow czekal nas wybor specjalizacji. Wybratem
chemie¢ organiczna, do ktorej mialem szczegdlna sktonnosé. A konkretnie zespot
profesora Aleksandra Piotrowicza Tjerentjewa. Cieszyt si¢ on wielka sympatia stu-
dentow. Mial do nich szczegdlnie serdeczny i przyjazny stosunek. Lubil zabawki
dziecinne, zwlaszcza te nieco bardziej skomplikowane. Wiele z nich mozna byto
zobaczy¢ w jego gabinecie. Pamigtam go medytujacego nad chinska zabawka — pla-
stykowym bocianem co pewien czas zanurzajacym dzidb w zimnej wodzie, po czym
wracajacym do pozycji pionowej. — Jak myslicie — pytal mnie — na czym to polega?
Byl mitosnikiem Dickensa. Cytowat liczne powiedzenia z ,,Klubu Pickwicka”.
A jesienia urzadzat ,,arbuzniki” zespotu, to jest zbiorowe zjadanie wielkiej liczby
arbuzow, ktore o tej porze pojawiaty si¢ w Moskwie.

Tjerentjew podczas wojny
(wtedy 60-latek) sprawowat, funk-
cje cywilnego dowodcy obrony
przeciwpozarowej gmachoéw uni-
wersyteckich. Jego naukowa pasja
byta stereochemia organiczna.
Podstawy tej pasjonujacej nauki
poznalem wlasnie w zaktadzie Tje-
rentjewa. Byl on autorem systemu
3, ) wyznaczania konfiguracji absolut-
i _ . ; L = nej izomeréw konfiguracyjnych,
M - : . konkurencyjnego do powszechnie
potem przyjetego systemu Cahna-
Ingolda-Preloga.

Docentem w jego zespole byt Aleksiej Nikotajewicz Kost, pézniej znany
badacz w chemii zwiazkéw heterocyklicznych, Prowadzit on dla mojej grupy zaje-
cia laboratoryjne z chemii organicznej, co tym bardziej wigzato mnie z tym zespo-
fem. Byt to mistrz sportu w zakresie turystyki i ,,pierworozriadnik™ z alpinistyki.
W czasie wojny stuzyt w lotnictwie. Byt kapitanem — nawigatorem w eskadrze bom-
bowcow, stacjonujacej jakis czas pod Czgstochowa. Zostato mu z tego czasu powie-
dzenie, ktore wypowiadal po polsku, — O Matko Boska Czgstochowska! Ale nie on
zostat opiekunem mojej pracy dyplomowej, ale inny kombatant, Wiktor Potapow,
Byt on op6zniony w studiach i wiasnie pracowat nad swoim doktoratem (rozprawa
kandydacka). Po wojnie pracowal w nowopowstalym uniwersytecie w Uzgorodzie,
i byt tam nawet prorektorem. Przyjechat do Moskwy uzupehi¢ wyksztalcenie.

Wybdr chemii organicznej jako specjalizacji sprawil, ze nie spotkatem si¢ bezpo-
srednio z takimi znakomitymi fizyko-chemikami uniwersytetu, jak Frumkin, znany
elektrochemik, czy stawny juz wtedy Siemionow, pdzniejszy Noblista. Do Siemio-
nowa trafit pewien doktorant, z Saratowa, ktory przez rok mieszkat z nami na Stro-
mynce. Byt on peten podziwu dla osobistej odwagi Siemionowa, ktéry bronit,
w czasie znanych dyskusji nad teorig rezonansu w chemii, pogladow Paulinga. —

Fot. 2. Pracownia studencka w zaktadzie prof. Tjerentjewa
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On moéwi — powtarzal nam 6w doktorant — Ze nie rozumie, gdzie jest ten idealizm
u Paulinga.

Wybor specjalizacji oznaczal zmiang w organizacji grup studenckich. Rozsta-
tem si¢ z grupa, w ktorej przebywatem od pierwszego roku studiow. W naszej nowej
grupie specjalizujacej si¢ w chemii organicznej bylo okoto dwudziestu oséb. Byta
to zdolna grupa mlodziezy. Sposrod niej dwoje, jak wiem, dostato si¢ do Akademii
Nauk. Sa to profesor Bieleckaja i profesor Tartakowskij, do niedawna dyrektor Insty-
tutu Chemii Organicznej Akademii. Wspdlnych grupowych zaje¢ mielismy juz nie-
wiele. Pamigtam jaki$ specjalizacyjny kurs ze spektroskopii Ramana i ciekawe zajecia
ze spektroskopii molekularnej, ktére prowadzit przybyty z fagrowego odosobnienia
fizyk, czlonek — korespondent AN, Obreimow. Po $mierci Stalina wrécit na wydziat
jeszcze jeden uczony. Byl to akademik Batandin, tworca multipletowe;j teorii kata-
lizy. Byt on wczesniej dziekanem wydziatu i pewnego dnia zniknat na kilka lat.
A teraz rdwnie niespodziewanie wrocit. O obydwu pisatem juz w jednej ze swoich
wczesniejszych notatek.

Temat pracy dyplomowej, jaki otrzymatem od profesora, dotyczyt rozpoznania
mozliwo$ci syntezy homologoéw tauryny za pomoca reakcji Leuckarta. Produktami
wyjsciowymi byty ketony aromatyczno-alifatyczne, takie, jak na przyktad acetofe-
non. Te sulfonowalem w tagodnych warunkach kompleksowo zwiazanym z dioksa-
nem trojtlenkiem siarki. Otrzymane kwasy ketosulfonowe redukowatem do pota-
czen aminosulfonowych w warunkach reakcji Leuckarta. Temat byt tadny i po pew-
nych wstepnych klopotach udato mi si¢ go pomyslnie rozwiaza¢. Wyszta z tego
niewielka publikacja w ,,Zurnale Obszczej Chemii”.

Prace dyplomowe podlegaty publicz-
© nej obronie na otwartym posiedzeniu pra-
: cownikow sekcji organicznej wydziatu.

Traktowano to bardzo powaznie. Profe-

sor Tjerentjew zarzadzil na wszelki wy-

padek ,,prébne obrony”. Przedstawilem

wigc moje wyniki w swoim gronie. Sta-

ratem sie to zrobi¢ ,,na luzie”, swobod-

nie. Méwitem za$ juz wtedy po rosyjsku

bez jakiejkolwiek trudnos$ci. Nie pozna-

wano, ze to mowi kto$ obcy. Raczej przy-

= puszczano, ze pochodze z Ukrainy, bo

Fot. 3. Prof. M.M. Botwiennik przedstawia swoja mam taki dZiWIly ottienok w g%OSie‘ Pro-

opinig o mojej pracy dyplomowej fesor wystuchal mojej opowiesci i orzekt,

ze dobrze, ze tak wlasnie mam wystapié

podczas oficjalnej obrony. I tak si¢ tez stalo. Moja oponentka (recenzentka) byta
profesor Maria Botwinnik.

Pochwalita wystapienie, méwiac, ze byto znacznie lepsze od tekstu pracy dyplo-
mowej, gdzie niepotrzebnie powypisywatem ro6znosci. Po czym nieoczekiwanie
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zabrat glos profesor Jurjew. Wyktadat on dla specjalizacji organicznej metody syn-
tezy organicznej wedtug Houbena-Weyla. Moze zauwazyl, Ze nieco posypialem na
tych wyktadach? — Ja — powiedziat — nie bede mowic o samej pracy dyplomowe;.
Ale oburza mnie zachowanie prelegenta. Zachowywat sie skandalicznie. Zadnego
szacunku dla uczonego gremium. Jak si¢ mozna tak zachowa¢! Trzeba to najsuro-
wiej napigtnowac!

Wszyscy zebrani oniemieli. Ale znalazlem w sobie sity, zeby zakonczy¢ tg sceng
spokojnie. — Nie miatem zamiaru — powiedzialem — kogokolwiek obraza¢. I jesli
pan (tu imi¢ i otczestwo) — poczut si¢ obrazony, to prosz¢ o wybaczenie. Potem, na
zamknigtym posiedzeniu, zebrani probowali naméwié Jurjewa, aby ze swej strony
zatagodzit jako$ to wydarzenie. Ale nie, upart si¢ przeciwko wszystkim.

Potem byl jeszcze egzamin panstwowy przed komisja wyznaczana przez mini-
sterstwo. Komisji przewodniczyt kto$ z zewnatrz, z innej uczelni wyzszej. Ale przestu-
diowalem do egzaminu potezny objetosciowo podrecznik Fieserow, i jako$ obyto
si¢ bez dalszych komplikacji.

Dzi$, gdy zastanawiam si¢ na swoimi studiami, widze, ze udato mi si¢ ukon-
czy¢ wyjatkowo dobre studia. Studiowatem w czasie rozkwitu tego okresu rozwoju
chemii, ktory nazywa sig niekiedy okresem chemii klasycznej. Nowe kierunki che-
micznej mysli i nowe metody badawcze dopiero si¢ wykluwaty, Dopiero zaczely
dochodzi¢ do glosu metody obliczeniowe i cata chemia kwantowa. Uproszczona
wersja tego podejscia, w postaci teorii rezonansu, byta podejrzewana o ideologiczne
btedy. Metody instrumentalne tez si¢ dopiero rodzily. Dopiero zaczynata si¢ spek-
troskopia w podczerwieni. Nie bylo jeszcze spektroskopii NMR, ani rozwinigtych
metod spektrometrii mas. Pamigtam, jak dla grupy polskich studentéw i aspirantow
(doktorantow) pozniejszy moj kolega i przyjaciel na wroctawskiej uczelni, profesor
Lucjan Sobczyk, miat wyktad o spektroskopii EPR. Ale on juz tego wydarzenia
w ogoble nie pamigta. Najwidoczniej dla mnie bylo ono wazniejsze bo to byta dla
mnie catkowita nowo$¢. W chemii organicznej dojrzewato dopiero pojecie konfor-
macji i czekat na otwarcie caly obszar stereochemii dynamicznej. Jednym stowem,
chemia, jaka poznatem w Moskwie byta dobra, ale trochg jakby tradycyjna.

Program za$ studiéw byt wyraznie nastawiony na ksztatcenie pracownikow labo-
ratoriow badawczo-naukowych. Duzy wigc nacisk ktadziono na przyuczenie stu-
denta do pracy z literaturg naukowa. Stuzyly temu obowiazkowe ,,prace kursowe”,
jakie pisalo si¢ poczawszy od drugiego roku studiow. Na drugim roku pisalem wiec
o zastosowaniach elektrochemii w analizie chemicznej — tg pracg najmniej pamig-
tam. Na trzecim roku musieli$my zebra¢ z piSmiennictwa wszystko nt. okreslonego
zwiazku chemicznego, dostal mi si¢ fumaronitryl. Wéwczas po raz pierwszy zet-
knatem si¢ z nazwiskiem Radziszewskiego i jego metoda selektywnej hydrolizy
nitryli do amidow kwasowych. Dla mojego opiekuna, docenta Kosta, nazwisko Radzi-
szewskigo byto takze nowe. Wiecie, Zenek — powiedziat mi jaki$ czas potem — ze
ten Radziszewski to w ogole dobry chemik? Wigc moja pozniejsza ksiazka o Radzi-
szewskim i jego szkole tez poczgta si¢ w czasie studiow moskiewskich.
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Na czwartym roku pisali$my pracg kursowa z chemii fizycznej. Dostatem
temat od prowadzacego zajgcia z nasza grupa. Ale temat mi ,,nie lezal”, a czas biegt
nieubtaganie, oddanie pracy byto za§ warunkiem zaliczenia przedmiotu. Kiedys przy-
dybat mnie na korytarzu opiekun grupy. — Gdzie praca? — zapytatl. Przyznalem sig,
ze temat mi nie odpowiada. — No to zaproponujcie wlasny temat — powiedziat.
Zaproponowatem temat: ,,Kinetyka syntezy asymetrycznej”, bo wilasnie ta sprawa
mnie wtedy dreczyta. — Kinetyka? — pyta — dobrze. 1 juz bez klopotu napisalem t¢
prace.

Warsztat badawczy, jaki poznalem w czasie studiow, byt wigc raczej tradycyjny.
Ale miat swoje zalety. Na studiach poznatem nieco specyficznie chemiczne pode;js-
cie do badan struktury molekularnej czasteczek organicznych, polegajace na wyko-
rzystaniu wlasnos$ci chemicznych grup funkcyjnych i poszczegdlnych elementéw
struktury, do jej ustalenia, Uderzyla mnie glgboka inteligencja i umiejg¢tnosé
naszych poprzednikow, ktdrzy potrafili z takich rozproszonych danych uktadac spojny
obraz. Ten podziw zostal mi do dzi$, cho¢ wiem, ze sztuka badania struktury czas-
teczkowej metodami czysto chemicznymi to juz przesztos$¢ chemii. Ale pamigtam
tez, jak w czasie, gdy pracowatem w zakladzie prof. Baranowskiego przyszio mi
udowodni¢ budoweg otrzymanych zwiazkéw za pomoca ,,syntezy spotkaniowej”
(wstrecznyj sintiez). Profesor zdziwit si¢ mocno, skad mi to przyszto do glowy,
a przeciez nauczyli mnie tego w Moskwie. Najcenniejsza jednak rzecza, jaka wynio-
stem ze studiow, byto (i jest) gltebokie przekonanie o koniecznos$ci ciaglego
doksztatcania si¢ i ciagltego poznawania nowych obiektéw ciagle zmieniajacego si¢
obrazu naszej nauki.

I chodzi mi ciagle jeszcze po glowie hymn chemikow, jaki nuciliSmy wtedy:

My nie czeta filologam-pizonam, juristow my prezrenijem zaklejmim

1 po chatatam griaznym i prozzonnym my chimika powsiudu otliczim!
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John D. Hepworth, David R.Waring, Michael J. Waring, Chemia zwiqzkéw aromatycznych,
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2009, Wyd. 1, str. 216, oprawa migkka, lakierowana.

Wydana w 2009 roku przez Wydawnictwo Naukowe PWN jako kolejny tomik serii ,,Niezbednik
chemika” ksiazka pt. ,,Chemia zwiazkoéw aromatycznych” jest przektadem (Agaty Jurkiewicz) brytyjskiego
oryginatu podrgcznika ,,Aromatic Chemistry” autorstwa Johna D. Hepwortha, Davida R. Waringa
i Michaela J. Waringa, wydanego w 2001 przez Royal Society of Chemistry.

Przektad na jezyk polski tego matego podrgcznika byt ze wszech miar celowy, gdyz w zwiazku
ze zmianami w systemie studiow na polskich uczelniach (studia dwustopniowe) istnieje rzeczywiste zapo-
trzebowanie na nieduze, monograficzne podrgczniki.

Podrgcznik jest napisany w sposob zrozumialy i atrakcyjny pod wzglgdem dydaktycznym: narracja
przechodzi od kwestii prostszych (tatwiejszych) do nieco bardziej ztozonych. Istotne konstatacje sa w teks-
cie wyréznione, a kazdy z dwunastu rozdzialéw konczy sig stosownym podsumowaniem. Dalszym ulatwie-
niem studiowania sg liczne przyktady—problemy rozwiazane i objasnione w tekscie. Czytelnik moze tez
przekonac sig¢ czy zrozumiat studiowane zagadnienia rozwiazujac samodzielnie liczne zadania i konfrontu-
jac swoje rozwiazania z odpowiedziami zamieszczonymi na koncu ksiazki.

Zawarto$¢ merytoryczna podrgcznika odpowiada temu, co dotad bylo zazwyczaj omawiane w pierw-
szym akademickim kursie chemii organicznej. Mowa tam byta o aromatyczno$ci jako szczegodlnej trwatosci
plaskich, cyklicznych uktadow sprzgzonych o 4N+2 elektronach 7. Konsekwencja tej trwatosci jest reak-
tywno$¢ zwiazkéw aromatycznych: typowe reakcje S Ar. Skutkiem znacznej gestosci elektronowej wokot
atomow wegla w takich uktadach sa odmienne od reakcji zwiazkow alifatycznych procesy substytucji
nukleofilowej. W recenzowanym podrgczniku zwiazki aromatyczne sa rozpatrywane jako kolejne pochodne
weglowodorow macierzystych, glownie benzenu. Omawiane sg alkilo- i arylobenzeny, fenole, aromatyczne
kwasy, aldehydy, ketony i alkohole typu benzylowego, a dalej pochodne azotowe: nitrozwiazki, aminy
i sole diazoniowe. Kolejny rozdziat to chemia halogenkéw arylowych. Pewnym rozszerzeniem tradycyj-
nego wyktadu jest omowienie obok zwiazkow litoorganicznych i Grignarda rowniez metalowania elektro-
filowego (pochodne rtgcio- i taloorganiczne), a takze reakcji przebiegajacych z udziatlem potaczen metali
przejsciowych. Niezaleznie od klasycznej reakcji Ullmana przedstawione zostaty katalizowane palladem
reakcje sprzggania Stillego, Suzukiego i Hecka, a takze sam mechanizm katalizy. Tu warto zauwazy¢,
ze stosowany w reakcji Stillego stannanowy zwiqzek (str. 128) to zwiazek cynoorganiczny. Obok tych waz-
nych i bardzo czgsto dzi§ stosowanych reakcji znalazta sig tu tez reakcja Dotza — stosunkowo niedawno
zbadana cyklizacja z udziatem karbenoidowego kompleksu chromu. Caly ten fragment podrgcznika jest
bardzo udany — krotko przedstawia czytelnikowi wazne wspolczesne aspekty chemii zwiazkow aromatycz-
nych. W nastgpnym rozdziale opisano procesy redukcji i utleniania zwiazkow aromatycznych. Niestety,
tu czytelnik nie znajdzie np. sprecyzowanych warunkow wymaganych dla uwodornienia benzenu, a za to
dowie sig, ze to rozpuszczalnosé litu w amoniaku odpowiada za jego reaktywno$¢ w reakcji Bircha
(str. 136). W ostatnim, krotkim rozdziale przedstawiono syntezg i wlasciwosci najwazniejszych, benzoido-
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wych uktadéw skondensowanych: naftalenu, antracenu i fenantrenu. Dalej czytelnik znajdzie spis angiel-
skojezycznej literatury (gtownie podrgcznikowej), uzupetnionej dwoma pozycjami — stanowiagcymi prze-
ktady anglojezycznych podrecznikow na jezyk polski. Moim zdaniem, bardzo brakuje tu faktycznie poleca-
nych naszym studentom ksiazek polskich autoréw, w tym doskonatego podrgcznika P. Mastalerza (Chemia
organiczna, PWN, 1984), i nowszych: A. Zwierzaka (Zwiezly kurs chemii organicznej, Wyd. Politechniki
Lodzkiej, 2000, 2002), czy ksiazki M. Makoszy i M. Fedorynskiego (Podstawy syntezy organicznej, Ofi-
cyna Wydawnicza Politechniki Warszawskiej, 2006). Zwtaszcza ta ostatnia, mimo matych rozmiarow, przy-
nosi wazne uzupetnienie i rozwinigcie dos$¢ klasycznego (poza reakcjami katalizowanymi palladem)
wyktadu brytyjskich autoréw. O tym klasycznym charakterze swiadczy tez fakt przywotania na 150 stro-
nach ok. 40 reakcji okreslanych nazwiskami (name reactions). Niestety, niektore z nazwisk, po zastosowa-
nym spolszczeniu, odbiegaja od oryginalow oraz formy przyjgtej w polskiej literaturze. Mimo pewnych
mankamentow, podrgcznik przynosi wszystkie najwazniejsze informacje, jest bardzo przejrzyscie zredago-
wany, a liczne przyktady i zadania pozwalaja sprawdzi¢ opanowanie studiowanego materiatu. Na pochwale
zastuguje szata graficzna tej, jak i pozostatych ksiazek z serii ,,Niezbgdnik chemika”.

Wspomniana wczesniej zmiana systemu studiow powoduje, Ze z takich wlasnie podrgcznikow, a nie
z tradycyjnego obszernego wyktadu, studenci beda poznawac te zagadnienia i przygotowywac si¢ do egza-
mindw — dla tych gltéwnie wzgledow ,,Chemia zwiazkoéw aromatycznych” bedzie znajdowac czytelnikow.

Reasumujac, ksiazke mozna rekomendowa¢ wyktadowcom i studentom chemii na studiach inzyniers-
kich i licencjackich, a takze stuchaczom studiow magisterskich, zwtaszcza tym ktorzy wybierajac chemig
organiczng lub pokrewna specjalnos¢ swych dalszych studiow potrzebuja szybko uzupehic¢ badz od$wie-
zy¢ swa wiedzg.

Jacek Skarzewski
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INFORMACJE REDAKCJI ,,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Informacje biezace

Informujemy, ze od roku 2010, rezygnujemy z przesylana do Autoréw bezptatnych odbitek
manuskryptu — w zamian bedziemy przesytac elektroniczna wersjg opublikowanej pracy. Decyzja ta
zostala podj¢ta na prosbe wielu autoréw jak rowniez ze wzgledu na obnizenie kosztow wydawania
czasopisma.

Redakcja ,, Wiadomosci Chemicznych”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2010

Redakcja miesigcznika PTCh ,,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze wysokos$¢ prenume-
raty rocznej ,, Wiadomosci Chemicznych” za 2010 r. wynosi 168 zl dla instytucji i niezrzeszonych
prenumeratoréw indywidualnych oraz 78 zt dla bibliotek szkot srednich i podstawowych. Nalez-
nos¢ za prenumeratg prosimy przekazywac na konto:

Bank PEKAO SA
Oddziat we Wroctawiu
pl. Powstancow S1. 9, 50-950 Wroctaw
Redakcja ,,Wiadomosci Chemiczne”
NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata ,, Wiadomosci Chemicznych” dla cztonkoéw PTCh, potaczona z optata sktadek czton-
kowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sig nastgpujaco:

—  prenumerata ,,Wiadomosci Chemicznych” na rok 2010 wraz ze sktadka cztonkowska,
w ramach ktorej dostarczany jest ,,Orbital”, wynosi 70 zl (sktadka — 50 zt, prenume-
rata — 20 zt);

—  emeryci, doktoranci oraz studenci ptaca 35 zl (sktadka — 15 zt, prenumerata — 20 zt);
a nauczyciele szkot $rednich i podstawowych ptaca 40 zl (sktadka — 20 zl, prenume-
rata — 20 zt).

Cztonkowie PTCh, ktorzy zechca zaprenumerowac ,,Wiadomosci Chemiczne” na podanych tu
warunkach, proszeni sa 0 wnoszenie optat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA
NRB 57 1160 2202 0000 0000 2720 2458
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Politechnika Wroctawska

Studia Doktoranckie na Wydziale Chemicznym

Wydzial Chemiczny Politechniki Wroctawskiej oglasza nabér na czteroletnie stacjonarne
STUDIA DOKTORANCKIE w roku akademickim 2010/2011, w nastgpujacych dyscypli-

nach:

BIOTECHNOLOGIA

CHEMIA

— INZYNIERIA CHEMICZNA

— TECHNOLOGIA CHEMICZNA, w tym INZYNIERIA MATERIALOWA

Warunkami przyjgcia na studia sa ukonczone studia wyzsze II stopnia i pozytywny wynik
postgpowania kwalifikacyjnego. Zgloszenia wraz z wymaganymi dokumentami nalezy skta-
da¢ w Dziale Nauczania Politechniki Wroctawskiej (Wybrzeze Wyspianskiego 27, budynek
A-1, pokéj 153) w dniach od 5 do 28 maja biezacego roku. Przewidywany termin rozmow
kwalifikacyjnych: 17-21 czerwea 2010. Kandydaci zakwalifikowani na studia, ktorzy uzys-
kaja wysoka lokate w postgpowaniu rekrutacyjnym, moga otrzymaé stypendium doktoranc-
kie. Ponadto, zgodnie z Regulaminem Studiéw Doktoranckich, doktoranci moga ubiegac si¢

o stypendia socjalne i naukowe.

Dodatkowe informacje, w tym o potencjalnych promotorach, mozna uzyska¢ na stronach
internetowych: Studium Doktoranckiego Politechniki Wroctawskiej

http://www.doktoranci.pwr.wroc.pl i Wydziatu Chemicznego http://www.ch.pwr.wroc.pl
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%ﬁ@ Uniwersytet
. = HR tel.+48 713757257
W/ Wroctawski Wiesf Chempy

www.chem.uni.wroc.pl

Wydzial Chemii Uniwersytetu Wrocltawskiego
ogtasza nabér na czteroletnie
Stacjonarne Studia Doktoranckie Chemii
w roku akademickim 2010/2011

O przyjecie na studia doktoranckie moga ubiegac¢ sie osoby, ktore:

— posiadaja tytut magistra, magistra inzyniera lub rownorzedny

— uzyskaty srednig ze studiow nie nizszg niz 4,0 lub posiadajg przynajmniej
roczny udokumentowany staz pracy zawodowej w dziedzinie odpowia-
dajacej kierunkowi studiéw (odbyty po obronie pracy magisterskiej)

— zdadza wstepny egzamin z chemii przed Wydziatowg Komisjg Rekruta-

cyjng oraz egzamin z jezyka angielskiego.
Dokumenty nalezy sktada¢ do 21 czerwca 2010 r.
na Wydziale Chemii Uwr. (Sekretariat Naukowy - pok. 8c),
ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw.
Egzaminy kwalifikacyjne odbeda sie w dniach 6-7 lipca 2010 r.
Wiecej informacji na stronie internetowej Wydziatu Chemii

Uniwersytetu Wroctawskiego:

http://chemia.stud.wchuwr.pl




Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sa u nas do nabycia
nastgpujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 zt

Podstawowa terminologia stereochemii oraz Stownik podstawowych terminow
w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 zt

Nomenklatura weglowodanow. Zalecenia 1996, ttum. i red. T. Sokotowska
1 A. Wisniewski, cena 18 zt

I.Z. Siemion, Bronistaw Radziszewski i Iwowska szkota chemii organicznej, cena
18 zt

K. Maruszewski, Fizykochemia molekul zamknietych w zeolitach i zol-Zelach,
cena 18 zt

Praca zbiorowa, Uporzqdkowane materialy mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 zt

Skorygowana nomenklatura rodnikow, jonow, jonorodnikow i podobnych indywi-
duow chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokotowska i A. Wisniewski,
cena 15 zt

I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierwsza,
cena 18 zt

M. Zablocka-Malicka, Ruchliwos¢ jonow w podwdjnych uktadach stopionych soli,
cena 8 zl.

Praca zbiorowa, Nanomateriaty, red. D. Hreniak, W. Lojkowski, W. Strek,
M. Suszynska, cena 25 zi.

Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe — nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis,
J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Pasciak, W. Strek, cena 20 zt

Glosariusz nazw klas zwiqzkow organicznych i reaktywnych produktow posrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. Kazmierczak
1J. Gawronski, cena 16 zt.

Od substacji prostych do zycia. Swiat RNA — poczqtki zycia na Ziemi, Zdzistaw
Chilmonczyk, cena 18 zt.

Profesor Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska. 1908—1991 w setnq rocznice uro-

dzin,
cena 12,00 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czesé I, cena 17,50 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ 11, cena 17,50 zt.

Ksiazki wysytamy na koszt zamawiajacego. Zamdwienia prosimy Kierowac
pod adresem: Redakcja ,,Wiadomo$ci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroclaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



REGULAMIN DLA AUTOROW

,»Wiadomosci Chemiczne” publikuja artykuly przegladowe, dotyczace wszystkich dziedzin
chemii i weze$niej niedrukowane w innych czasopismach. Prace raz opublikowane w ,,Wiadomo$-
ciach Chemicznych”, bez zgody Redakcji, nie moga by¢ wydane gdzie indzie;j.

Tres¢ artykutéw powinna odpowiada¢ aktualnemu stanowi wiedzy i uwzglednia¢ najnowsze
osiagnigcia z dziedziny, ktorej artykut dotyczy.

,»Wiadomosci Chemiczne” nie przyjmuja do druku oryginalnych prac wiasnych. W wyjatko-
wych przypadkach moga zosta¢ wydane prace przegladowe dotyczace dorobku wtasnego autora
(np. nowo mianowanego profesora lub laureata waznej nagrody) albo prace podsumujace dorobek
Instytutu, Wydziatu itp. Zamiar ztoZenia takiego artykutu do druku powinien by¢ jednak wcze$niej
uzgodniony z Redakcja.

Ponadto w serii ,,Biblioteka Wiadomo$ci Chemicznych” publikowane sa prace, bedace z zato-
zenia dhuzszymi artykutami przegladowymi lub monografiami po§wigconymi waznym i aktualnym
problemom wspotczesnej chemii. Autorzy, ktdrzy chcieliby dla ,,Wiadomo$ci Chemicznych” taki
artykut napisa¢, powinni wczesniej skontaktowac si¢ z Redakcja 1 przesta¢ poczta elektroniczna
(e-mail: wehem@wchuwr.pl) lub zwykta informacjg zawierajaca tytut przygotowywanej publika-
cji oraz przyblizona liczbg stron, tabel i rysunkow itp.

W ramach nowej serii wydawniczej ,, WCh” pod nazwa ,,Habilitacje” moga by¢ publikowane
prace habilitacyjne z szeroko pojmowanego obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie z ustawa,
dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku bliskotematycznych publikacji, poprzedzonych omowieniem w jezyku polskim (tzw. autorefe-
ratem), Redakcja przewiduje drukowanie (rowniez w kolorach) obydwu tych wariantow. W zalez-
nosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa lub w przypadku specjalnych wymagan Autorow,
Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z Autorami lub Instytucjami zlecajacymi
druk.

Prace nalezy przesyta¢ do Redakcji poczta elektroniczna (e-mail: wehem@wchuwr.pl) oraz
réwnolegle — poczta zwykta (na adres: Redaktor Naczelny/Sekretarz Redakeji ,,Wiadomos$ci Che-
micznych”; ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroclaw), dwa egzemplarze jednostronnego wydruku
komputerowego publikacji z dotaczona ptyta CD, zawierajaca tekst, tabele 1 ilustracje.

Tekst powinien by¢ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office.
Artykuty nalezy opracowywac zwigzle 1 nie zamieszcza¢ nadmiaru szczeg6tow, odsylajac Czytel-
nika do pi$miennictwa oryginalnego, ktore powinno uwzglednia¢ najnowsze prace z dziedziny, kto-
rej dotyczy artykut.

Maszynopis nie powinien przekracza¢ 25 stron, wliczajac wykaz pismiennictwa w przypadku
krotkiego przegladu, lub 100 stron, w przypadku monografii przeznaczonej do druku w Bibliotece
,,Wiadomosci Chemicznych”. Strona powinna zawiera¢ 1800 znakow (razem ze spacjami), co przy
interlinii 1,5 oznacza 30 wierszy po 60 znakdéw oraz margines z prawej strony ok. 5 cm.

Na pierwszej stronie, pod tytutem polskim, nalezy umiesci¢ tytut w jezyku angielskim, nazwis-
ko(a) i adres autora(6w) oraz spis rozdziatow. Dalej powinno si¢ znalez¢ obszerne streszczenie
pracy w jezyku angielskim (do 2700 znakow, z cytowaniem piSmiennictwa i odsytaczami do tabel
i rysunkow w tekscie) oraz wykaz stow kluczowych, osobno w jezyku polskim i osobno w angiel-
skim. Redakcja prosi o przysytanie tekstow angielskich adjustowanych.

Na oddzielnej kartce prosimy dotaczy¢ krotka (do 150 wyrazéw) notke biograficzna, zawie-
rajaca tytuly naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autoréw, w tym
aktualne zdjgcie. Nadestanie tych informacji bgdziemy traktowac jako zgodg na ich publikacjg.

Rysunki (moga by¢ kolorowe, ale trzeba si¢ liczy¢ z doptata do druku) w formie wydruku
nalezy przesta¢ w dwoch egzemplarzach. Musza mie¢ odpowiednia formg graficzna, by w razie
potrzeby nadawaly si¢ do reprodukcji. Na odwrocie nalezy wpisa¢ otdwkiem nazwisko autora
i numer rysunku — ten sam, ktory w odpowiednim miejscu zostal wpisany w manuskrypcie. Na
osobnej stronie dotaczy¢ podpisy pod rysunki w jezyku polskim i1 angielskim. Osobno nalezy dota-



czy¢ ponadto jeden komplet wzordéw i schematdéw, narysowanych oddzielnie w formie nadajacej si¢
do reprodukcji. W wersji elektronicznej rysunki czarno-biate nalezy zapisa¢ w formacie .doc, .cdr,
Jjpg, -tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe — w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczo$¢ rysunkoéw
2300 dpi. Kazdy z rysunkow zapisa¢ w oddzielnym pliku.

Tabele nalezy ponumerowac cyframi arabskimi, a ich tytuty w jezyku polskim i angielskim
zapisa¢ nad tabelami.

Pismiennictwo nalezy zestawi¢ w kolejnoSci cytowania w teks$cie: powinno ono zawieraé
kolejno inicjaty imion i nazwisko, skrét tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wyda-
nia, tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyktad: J. Kowalski, Wiad.Chem.,
2007, 61, 473. Wykaz skrotow wazniejszych czasopism chemicznych jest podany w ,,Wiadomos-
ciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jesli czg$¢ piSmiennictwa zebrana jest w monografiach lub
innych wydawnictwach, nie nalezy podawac szczegdélowo wykazu tego pismiennictwa, lecz cyto-
wac odnos$ne wydawnictwo.

O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjgciem decyzji wszyst-
kie prace sa przesytane recenzentom. Artykuly niezakwalifikowane do druku Redakcja zwraca,
zachowujac kopi¢ maszynopisu.

Autorzy zobowiazani sa do wykonania jednej korekty tekstu.

Autor wskazany w liscie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje droga elektroniczna
plik opublikowanej pracy w formacie pdf.

Redakcja
,»Wiadomosci Chemicznych”
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