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Szanowni Panstwo,

oddajemy w Panstwa rece zeszyt ,,Wiadomosci Chemicznych” zawierajacy
artykuly przygotowane w nastgpstwie konferencji naukowej zatytulowane;j:
,Wroctawskie Dni Modelowania Molekularnego”, ktéra odbyta si¢ w dniach 11-12
lutego 2026 r. na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Wydarzenie miato
zasieg ogolnopolski i zgromadzilo przedstawicieli roznych osrodkow naukowych
zainteresowanych rozwojem oraz zastosowaniami narzedzi in silico w rozwiazywaniu
réznego rodzaju problemow naukowych.

W programie konferencji znalazto si¢ 17 wyktadoéw, za ktorych przygotowanie
i wygloszenie raz jeszcze serdecznie dzickujemy wszystkim Prelegentom. Wazng
czgéciag spotkania byly roéwniez prezentacje studenckie w formie krotkich
komunikatéw oraz internetowej sesji posterowej. Elementem Wroctawskich Dni
Modelowania Molekularnego staty si¢ takze zajecia praktyczne. Podczas tegorocznego
spotkania Uczestnikom zaproponowano cztery warsztaty poswigcone wspomaganemu
komputerowo projektowaniu lekéw, bioinformatyce, klasycznej dynamice
molekularnej, dynamice molekularnej w ujeciu Cara i Parrinello oraz wykorzystaniu
danych strukturalnych w badaniach in silico.

Konferencja zostala objeta patronatem Polskiego Towarzystwa Chemicznego
oraz odbyla si¢ pod auspicjami Komisji Chemii Teoretycznej i Obliczeniowej
Wroctawskiego Oddziatu Polskiej Akademii Nauk. Od poczatku zalezato nam na
zachowaniu otwartej formuly wydarzenia. Do udziatu zaprosilismy wszystkich
zainteresowanych rozwojem metod chemii i fizyki teoretycznej, ich zastosowaniami
oraz mozliwo$ciami, jakie wspolczesnej nauce oferuja komputery, infrastruktura
superkomputerowa i stale rozwijajace si¢ metody obliczeniowe. Dzigki temu Wydziat
Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego stal si¢c na dwa dni miejscem spotkania osob
reprezentujacych rézne dyscypliny, osrodki naukowe i etapy kariery akademickiej,
potaczonych wspolnym zainteresowaniem - MODELOWANIEM
MOLEKULARNYM.

Jedna z inspiracji do zorganizowania konferencji byta przypadajaca na lata 2025—
2026 setna rocznica wydarzen, ktore daly poczatek wspotczesnej mechanice
kwantowej. Lata 1925 1 1926 przyniosty fundamentalne idee i sformutowania
teoretyczne, ktore zasadniczo zmienity sposob opisywania materii, a w kolejnych
dekadach stworzyty podstawy rozwoju chemii kwantowej oraz metod obliczeniowych
wykorzystywanych obecnie w badaniach chemicznych. Z perspektywy stu lat mozemy
dostrzec, jak ogromny wptyw odkrycia te wywarty nie tylko na rozwoj fizyki i chemii,
lecz takze na technologie, ktore staty si¢ nieodtaczna czgscia wspotczesnego Swiata.
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Trudno dzi§ wyobrazi¢ sobie codzienne zycie bez komputeréw, telefonow
komérkowych czy innych urzadzen elektronicznych, ktérych powstanie i rozwdj byly
mozliwe dzigki postgpowi w rozumieniu wlasciwosci materii na poziomie atomowym
i elektronowym. Jeszcze trudniej wyobrazi¢ sobie wspéiczesna nauk¢ bez metod
obliczeniowych. W chemii przestaty one petni¢ wylacznie funkcje pomocniczag wobec
eksperymentu. Coraz czgSciej pozwalaja przewidywaé wilasciwosci ukladow
molekularnych, wyjasnia¢é mechanizmy proceséw chemicznych, interpretowaé wyniki
eksperymentalne, projektowaé nowe zwiazki i materialy oraz wskazywac kierunki
dalszych badan.

Wroctawskie Dni Modelowania Molekularnego byly zatem okazja nie tylko do
przedstawienia wspolczesnych osiagnieé, lecz takze do spojrzenia na histori¢ rozwoju
metod obliczeniowych chemii i fizyki teoretycznej oraz narzedzi szeroko pojetego
MODELOWANIA MOLEKULARNEGO. Metody te znajduja obecnie zastosowanie
W rozwigzywaniu probleméw z pogranicza chemii, fizyki, biochemii, biologii
molekularnej, farmacji czy informatyki. Ich rozwo6j, a przede wszystkim coraz szersze
mozliwosci aplikacyjne, pozostaja nierozerwalnie zwigzane z postegpem w dziedzinie
technologii komputerowych i rozwojem infrastruktury obliczeniowej. Kolejne generacje
komputerow 1 superkomputeréw umozliwialy podejmowanie probleméw, ktérych
rozwigzanie jeszcze kilkanascie czy kilkadziesigt lat wczes$niej pozostawato poza
zasiggiem dostgpnych metod. Spotkanie pozwolito réwniez pokazac kolejny juz raz, jak
eksperyment wspolgra z teorig.

Historia MODELOWANIA MOLEKULARNEGO jest zarazem znakomitym
przyktadem interdyscyplinarnego charakteru wspoétczesnej nauki. Postep dokonuje si¢
tutaj dzigki wspotdziataniu wielu dziedzin, wzajemnemu przenikaniu si¢ idei oraz
laczeniu wiedzy chemicznej 1 fizycznej z matematyka, informatyka oraz
zaawansowanymi technologiami obliczeniowymi. Granice pomigdzy poszczegdlnymi
dyscyplinami staja si¢ coraz mniej wyrazne, a rozwiazanie zltozonych problemow
naukowych wymaga wspotpracy badaczy reprezentujacych niejednokrotnie bardzo rdézne
obszary wiedzy.

Waznym elementem Wroctawskich Dni Modelowania Molekularnego byto rowniez
spojrzenie na historie wroctawskiego srodowiska naukowego oraz jego wktad w rozwoj
i zastosowanie metod opartych na mechanice molekularnej i kwantowej. Wroctaw ma
w tym zakresie wlasng tradycj¢ naukowa, tworzong przez kolejne pokolenia badaczy.
UznaliSmy, ze warto ja przypomnie¢ — nie tylko po to, aby zachowaé pamigé¢
o osiagnigciach naszych poprzednikow, lecz takze po to, aby pokazac ciaglos¢ rozwoju
nauki oraz zrodta wspolczesnych kierunkow badan.

Historia nauki nie jest bowiem jedynie zapisem tego, co wydarzylo si¢
w przesztosci. Pozwala lepiej zrozumie¢ terazniejszos$¢, dostrzec droge prowadzacg do
wspolczesnych metod badawczych, a niekiedy rowniez odwazniej spojrze¢ w przysztos¢.
Dorobek poprzednich pokolen stanowi cze$¢ naszej naukowej spuscizny, o ktorej nie
powinnismy zapominaé, szczegdlnie w okresie niezwykle szybkich przemian
zachodzacych w sposobie prowadzenia badan.

Sto lat po narodzinach mechaniki kwantowej znajdujemy si¢ bowiem u progu
kolejnych zmian, ktorych skale trudno jeszcze w petni przewidzie¢. Dynamiczny rozwoj
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metod sztucznej inteligencji, uczenia maszynowego oraz technologii obliczen
kwantowych otwiera nowe mozliwo$ci rowniez przed chemig teoretyczna i obliczeniowa.
Narzedzia te juz dzi§ wspomagaja analiz¢ ogromnych zbioré6w danych, poszukiwanie
zaleznosci  struktura—wlasciwosc/aktywnosé, przewidywanie wilasciwosci zwigzkow,
projektowanie nowych czasteczek 1 materialtdw czy optymalizacje procesow
badawczych. W kolejnych latach ich znaczenie bedzie zapewne wzrasta¢, podobnie jak
potrzeba taczenia klasycznych metod in silico z nowymi paradygmatami obliczeniowymi.

W pewnym sensie historia zatacza wigc koto. Idee, ktore przed stu laty zmienity
nasze rozumienie $§wiata atoméw i czasteczek, stworzyly podstawy technologii
umozliwiajacych dzi§ prowadzenie obliczen o skali niewyobrazalnej dla tworcow
mechaniki kwantowej. Te same technologie pozwalaja nam obecnie coraz doktadniej
opisywaé, modelowac i przewidywac zachowanie materii. Jednoczesnie rozwoj sztucznej
inteligencji i obliczen kwantowych moze otworzy¢ przed nauka zupeinie nowe obszary,
ktérych mozliwos$ci dopiero zaczynamy poznawac.

Dlatego warto czasem spojrzeé wstecz. Nie po to, aby zatrzymac si¢ na historii, lecz
aby lepiej zrozumie¢ drogg, ktora przebylismy, i Swiadomiej wybiera¢ kierunki dalszego
rozwoju. Taka wlasnie idea towarzyszyla Wroctawskim Dniom Modelowania
Molekularnego: polaczenie historii ze wspolczesnoscia, teorii z praktyka oraz
doswiadczenia uznanych badaczy z ciekawoscig i entuzjazmem mlodego pokolenia
naukowcow.

W przygotowaniu konferencji wzigli udziat:

Komitet Naukowy
Prof. dr hab. Alina Bienko

Komitet Organizacyjny
Prof. dr hab. Alina Bienko

Prof. Edgar Hernan Del Carpio Garcia
Prof. dr hab. Robert Wieczorek

dr hab. Aneta Jezierska, prof. UWr

dr hab. Andrzej Kochel, prof. UWr

dr hab. Jarostaw J. Panek, prof. UWr

Prof. Edgar Hernan Del Carpio Garcia
Prof. dr hab. Robert Wieczorek

dr hab. Aneta Jezierska, prof. UWr

dr hab. Andrzej Kochel, prof. UWr

dr hab. Jarostaw J. Panek, prof. UWr

dr inz. Karol Kutacz
mgr Chaitali Barman

Wigcej informacji dotyczacych wydarzenia, w tym szczegblowy program
konferencji oraz ksiazke abstraktow, znajda Panstwo na stronie internetowe;j:

https://makromol.chem.uni.wroc.pl/pl/wdmm2026-pl

Dzigki zyczliwosci 1 wsparciu Redaktor Naczelnej ,,Wiadomosci Chemicznych”,
Pani Prof. dr hab. Anny M. Trzeciak, dyskusja naukowa rozpoczeta w Sali wykladowej
podczas Wroctawskich Dni Modelowania Molekularnego moze by¢ kontynuowana nadal
na tamach niniejszego zeszytu. Zebrane artykuly rozwijaja wybrane zagadnienia
podejmowane podczas konferencji, ale nie tylko ... pokazuja przede wszystkim
roznorodnos$¢ prowadzonych badan zarowno eksperymentalnych, jak réwniez w oparciu
o narzedzia in silico.

Mamy nadziej¢, ze niniejszy zeszyt stanie si¢ §wiadectwem spotkania roéznych
pokolen badaczy, wymiany mysli naukowej, dos§wiadczen 1 nowych idei pod hastem
Wroctawskich Dni Modelowania Molekularnego.
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Autorom opublikowanych prac serdecznie dzigkujemy za przygotowanie
artykulow, oraz wktad w utrwalenie Wroctawskich Dni Modelowania Molekularnego.
Komitetom Naukowym i Organizacyjnym, Wyktadowcom i Uczestnikom dzigkujemy za
stworzenie atmosfery sprzyjajacej dyskusji, wymianie do$wiadczen i nawigzywaniu
nowych kontaktow naukowych.

Czytelnikom ,,Wiadomosci Chemicznych” zyczymy natomiast interesujacej
iinspirujacej lektury. Mamy nadziej¢, ze prezentowane w niniejszym zeszycie prace beda
nie tylko zrodtem wiedzy, lecz takze impulsem do dalszych dyskusji, nowych badan
i wspolpracy naukowe;.

Z wyrazami szacunku,

dr hab. Aneta Jezierska, prof. UWr
Kierownik Zespotu Struktury i Dynamiki Makrouktadow

dr hab. Marcin Sobczyk, prof. UWr
Dziekan Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
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MECHANOCHEMIA I JEJ PRAKTYCZNE
WYKORZYSTANIE DO SYNTEZY
FUNKCJONALNYCH ZWIAZKOW

KOORDYNACYJNYCH

MECHANOCHEMISTRY AND ITS PRACTICAL
APPLICATION FOR THE SYNTHESIS OF
FUNCTIONAL COORDINATION COMPOUNDS

Sabina Weronika Jaros *

!Zaktad Chemii Nieorganicznej, Wydzial Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego,
ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383, Wroctaw, Poland
*e-mail: sabina.jaros@uwr.edu.pl

Abstract
Wykaz stosowanych symboli i oznaczen
Wprowadzenie
1. Synteza mechanochemiczna- techniki i przyktady stosowanych przyrzadéw
1.1. Mechanochemia
1.2. Przyktady narzedzi i aparatury
1.3. Techniki
1.4. Mielenie wspomagane cieczg (LAG) i mielenie wspomagane jonami i
ciecza (ILAG)
2. Technika LAG w praktyce
2.1. Przyktady funkcjonalnych zwigzkow otrzymanych metoda LAG
2.2. Potencjat i ograniczenia syntez mechanochemicznych
Uwagi koncowe
Pi$miennictwo cytowane
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Dr Sabina W. Jaros uzyskala z wyrdznieniem stopien doktora nauk chemicznych w 2016 roku na
Uniwersytecie Lizbonskim. Od 2017 roku jest zatrudniona jako adiunkt w Zakladzie Chemii
Nieorganicznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. W 2022 odbyta staz na Rutgers
The State University of New Jersey, USA W swojej dzialalnosci naukowej zajmuje si¢
projektowaniem oraz synteza nowoczesnych funkcjonalnych sieci metaliczno-organicznych
(MOF), polimeréw koordynacyjnych i biomaterialow, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich
potencjalnych zastosowan w chemii materiatowej i biomedyczne;.

@; https://orcid.org/0000-0002-5648-8629
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ABSTRACT

Mechanochemistry is one of the most rapidly developing multidisciplinary
fields, combining cross-sector approaches and offering numerous practical
applications and a wide range of equipment for conducting chemical syntheses on a
larger scale.

In this review, a brief overview of the current state of the art in
mechanochemistry and interesting examples of the application of mechanochemical
methods in the synthesis of functional coordination compounds are discussed.

Keywords: mechanochemistry, coordination polymers, metal-organic frameworks,
liquid-assisted grinding (LAG), functional silver(I) compounds

Stowa kluczowe: mechanochemia, polimery koordynacyjne, sieci metaliczno-
organiczne, mielenie wspomagane ciecza (LAG), funkcjonalne zwiazki srebra(l)
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Cp
MOF

NG
LAG

ILAG
IL-AG
POLAG

Hzﬁlm
SD
AgSD
PTA
Dmbpy
Phen
Ncup
TADF

NaDf

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— polimery koordynacyjne (ang. coordination polymers)
— sieci metaliczno-organiczne (ang. metal-organic
frameworks)

— suche mielenie (ang. neat grinding)

— mielenie wspomagane cieczg (ang. liquid-assisted
grinding)

— mielenie wspomagane jonami i cieczg (ang. ion- and
liquid-assisted grinding)

— mielenie wspomagane cieczami jonowymi (ang. ionic
liquid-assisted grinding)

— mielenie wspomagane polimerami (ang. polymer-assisted
grinding)

— kwas fumarowy

— sulfadiazyna

— sulfadiazyna srebra (ang. silver sulfadiazine)

— 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantan

— 4,4’-dimetylo-2,2’-bipirydyl

—1,10-fenantrolina

— 2,9-dimetylo-1,10-fenantrolina

— termicznie aktywowana op6zniona fluorescencja

— 501 sodowa diklofenaku
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WPROWADZENIE

Historia mechanochemii jest bardzo dtuga, a mechaniczne mielenie i ucieranie
towarzysza cztowiekowi juz od czaséw prehistorycznych. Wykorzystujac kawatki
drewna, kamienne tluczki i mozdzierze, ludzie inicjowali przemiany chemiczne, aby
rozpali¢ ogien, przygotowac jedzenie, farby lub lekarstwa [1]. Niestety, przez prawie dwa
tysigclecia odnotowano tylko kilka wzmianek o wykorzystaniu mechanochemii, a
pierwsze  systematyczne badania nad przemianami  mechanochemicznymi
przeprowadzono dopiero XIX wieku [2,3]. W tym okresie Faraday opisal wyniki
doswiadczenia polegajacego na mieleniu i ucieraniu chlorku srebra(I) z cynkiem w
mozdzierzu. W wyniku reakcji zachodzita redukcja chlorku srebra(l), prowadzaca do
otrzymania elementarnego srebra Ag [4]. Badania te zostaly nastgpnie uzupelnione i
rozwini¢te przez Corey Lea w 1890 roku, dajac poczatek systematycznemu rozwojowi
mechanochemii [1-5].

Rozwo6j mechanochemii, pomimo ogromnego potencjatu, byt niestety powolny
i dopiero ostatnie trzy dekady przyniosty szczegdlnie istotny postep w tej dziedzinie [1-
6]. Obecnie w obliczu koniecznosci poszukiwania nowych, szybszych, tanszych, bardziej
energooszczednych oraz przyjaznych $rodowisku metod przygotowania materialow
funkcjonalnych, mechanochemia jest jedng z najbardziej atrakcyjnych i dynamicznie
rozwijajacych si¢ dziedzin badan [2,6-8].

0d 2000 roku znajduje ona coraz szersze zastosowanie w wielu obszarach takich
jak  kataliza, chemia materialowa, nanotechnologia, biomaterialy, chemia
supramolekularna, chemia organiczna i koordynacyjna, technologia materiatow, synteza
polimerow koordynacyjnych oraz sieci metaliczno-organicznych, a takze chemii
barwnikow 1 farmacji. Co wigcej, mechanochemia umozliwia stosunkowo tatwe
zwickszenie skali produkcji, co ma kluczowe znaczenie przy projektowaniu i syntezie
funkcjonalnych materiatéw, takich jak polimery koordynacyjne (CP) czy sieci
metaliczno-organiczne (MOF) [5-9].

Klasyczne metody syntezy polimerdw koordynacyjnych (CP) oraz sieci
metaliczno-organicznych (MOF) generuja znaczne ilosci odpadéw ze wzgledu na
konieczno$¢ stosowania duzej iloSci, drogich oraz nierzadko toksycznych,
rozpuszczalnikow [7-9]. Dodatkowo, procesy te sa czgsto wieloetapowe i wymagaja
istotnych naktadéw energii i charakteryzuja si¢ bardzo czesto stosunkowo niska
wydajnoscig produktu koncowego [6-8]. Mechanochemia rozwigzuje lub niweluje
problem wykorzystania niebezpiecznych rozpuszczalnikow oraz niskiej wydajnosci i
trudnosci w skalowaniu reakcji. Te zalety sprawiaja, ze jest coraz czgsciej
wykorzystywana do syntezy polimerow koordynacyjnych i sieci metaliczno-
organicznych jako bardziej ekologiczny proces zgodny z wigkszos$cia zasad zielonej
chemii [11,12]. Co wiegcej, wprowadzono modyfikacje do tradycyjnej koncepcji
mechanochemii i rozwinigto nowe techniki mechanochemiczne umozliwiajace
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bezposrednia synteze¢ sieci metaliczno-organicznych i polimeréw koordynacyjnych z
lepsza wydajnoscig i czystoscia.

1. SYNTEZA MECHANOCHEMICZNA- TECHNIKI I PRZYKEADY
STOSOWANYCH PRZYRZADOW

1.1. Mechanochemia

Mechanochemia to dziedzina badan koncentrujaca si¢ na badaniu i
wykorzystaniu wplywu energii mechanicznej na inicjowanie przemian fizycznych i
chemicznych substancji, zazwyczaj przy zerowym lub bardzo ograniczonym uzyciu
rozpuszczalnikow, zarowno w ciele statym, jak i w innych stanach skupienia [1-4, 12-16]
Przemiany chemiczne i fizyczne reagentow sg nastepstwem procesu mieszania i mielenia,
podczas ktorego zwicksza si¢ aktywno$¢ fizykochemiczna materialow wskutek zmian
zachodzacych w strukturze krystalicznej. W trakcie mieszania i mielenia na substancj¢
oddziatuje energia kinetyczna pochodzaca z mielnikow. Prowadzi to do rozdrobnienia
substancji, m.in. na skutek kompresji, tarcia i zderzania [12,14]. Rozdrobnienie i
zmnigjszenie wymiaru czastek wplywaja na lepszy kontakt reagentow, bardziej
efektywne ich wymieszanie oraz tworzenie nowych powierzchni kontaktu, na ktdrych
zachodza reakcje chemiczne [12-16].

Obecnie mechanochemia stanowi obszerna dziedzine nauki wykorzystujaca
roézne techniki i aparatur¢. Reakcje mechanochemiczne mozna oznaczaé za pomocag
symbolu trzech okrggow (kul) ulozonych w ksztaltt trojkata (Rysunek 1). Symbol ten
umieszczany jest nad strzatka reakcji i zostal zaproponowany w 2016 roku przez
Rightmire’a i Hanusa [17-23]. Obecnie jest coraz czeg$ciej stosowany wraz z innymi
oznaczeniami graficznymi do przedstawienia i opisu reakcji mechanochemicznych.

Rysunek 1. Przyktad  zaproponowanego symbolu  do  oznaczania  reakcji
mechanochemicznych [17].
Figure 1. An example of the proposed symbol for a mechanochemical reaction [17].
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1.2. Przyklady narzedzi i aparatury

Mozdzierz i tlhuczek naleza do najstarszych, najtanszych oraz najbardziej
dostgpnych i uniwersalnych narzedzi wykorzystywanych w mechanochemii do
przeprowadzania reakcji chemicznych, jednak reakcje prowadzone w mozdzierzu w
znacznym stopniu zaleza od indywidualnych parametrow operatora, jak rowniez od
warunkéw panujacych w laboratorium (Rysunek 2) [20]. Z tego wzgledu znaczna
wickszo$¢ reakcji mechanochemicznych opiera si¢ na procesie mielenia kulowego w
uktadach zamknigtych [20]. W tym celu wykorzystuje si¢ mtyny kulowe, w ktorych
stosuje si¢ mielniki (kulki mielace) o roznych rozmiarach. Najczesciej wykorzystywane

= Liczbai $rednica mielnikéw oraz pojemnosé¢ naczynia mielacego. Optymalna
ilos¢ -1/3 calkowite] masy naczynia mielacego

= Material, z jakiego wykonane sa mielniki i naczynie mielace, oraz ich odpornosé
chemiczna

Naczynie mielace Mielniki

= Atmosferai srodowisko reakeji

b

= Stosunek objetosci cieczy do masy stalych reagentow

= (Czas i czestotliwosé mielenia ]

.’ ’ » [l Stosunek masy mielnikow do masy reagentow (BPR)

Rysunek 2. Przyktad narzedzi wykorzystywanych w syntezie mechanochemicznej: (a)
mozdzierz i thuczek, (b) mtyn kulowy oraz parametry wplywajace na procesy
mechanochemiczne [20-22].

Figure 2. Example of tools used in mechanochemical synthesis: (a) mortar and pestle,
(b) ball mill and parameters influencing mechanochemical processes [20-22].

sa mtyny kulowe, wibracyjne i planetarne rdéznigce si¢ sposobem przekazywania energii
kulkom mielagcym (mielnikom). Oprocz wymienionych urzadzen wykorzystywane sa
rowniez mtyny begbnowe, kriogeniczne, rozdrabniacze mozdzierzowe oraz wyttaczarki
[20]. Dobor odpowiedniego urzadzenia i jego akcesoridw powinien uwzgledniaé
materiaty, z jakich sg one wykonane, takie jak twardo$¢, gesto$¢, odporno$¢ chemiczna.
Istotne sg tez parametry procesu mielenia: liczba i $rednice kulek mielacych, czas i
czestotliwo$¢ mielenia oraz skala (pojemno$¢ naczynia mielgcego) [20]. Odpowiedni
dobor i kontrola tych parametrow maja kluczowy wplyw na optymalizacj¢ przebiegu
reakcji mechanochemicznych, efektywno$¢ reakcji, czystos¢ produktow koncowych oraz
zywotno$¢ uzytkowa wykorzystywanych instrumentéw i aparatury. Nieodpowiedni
dobor materialu  naczynia mielacego oraz mielnikbw moze prowadzi¢ do
zanieczyszczenia produktu. Na przyktad, zastosowanie sprzetu wykonanego ze stali
nierdzewnej, przy nieodpowiednio dobranych parametrach moze skutkowac obecnoscia
zanieczyszczen produktu zelazem na skutek $cierania, a takze korozja tych materiatow w
przypadku uzycia silnych kwasow [20,21].
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1.3. Techniki

Procesy mechanochemiczne mozna podzieli¢ na takie, w ktorych mielenie
prowadzone jest bez udzialu rozpuszczalnikoéw (suche mielenie, NG) oraz takie, w
ktoérych procesy mielenia sa wspomagane dodatkowymi substancjami, takimi jak
rozpuszczalniki, substancje mechanoluminescencyjne, ciecze jonowe, sole, a nawet
substancje piezoelektryczne (Rysunek 3) [20-27]. Dodatki te odgrywaja kluczowa role w
przebiegu wielu reakcji, umozliwiajac na przyktad przeprowadzenie syntez, ktore w
przypadku zastosowania wylacznie suchego mielenia lub klasycznych metod syntezy z
wykorzystaniem rozpuszczalnikow nie bylyby mozliwe lub przebiegalyby z bardzo niska
wydajnoscig [20-27]. Dodatkowo, konwencjonalne metody syntezy wymagaja cze¢sto
duzych ilosci drogich i szkodliwych dla srodowiska rozpuszczalnikéw, stanowiac duzy
problem ekonomiczny i ekologiczny. W zwiazku z tym rozwdj réznych technik
mechanochemicznych, umozliwiajacych prowadzenie reakcji chemicznych przy
zerowym lub minimalnym udziale substancji dodatkowych, stanowi atrakcyjna i
obiecujacg alternatywe dla klasycznych reakcji w roztworze oraz jedng z najwazniejszych
zalet mechanochemii.

NG ILA
p 4090 @ Michiki
- - o® Reagenty
J o Sol
Rysunek 3. Infografika obrazujaca rozne techniki mechanochemiczne.

Figure 3. Infographic showing various mechanochemical techniques.
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1.4. Mielenie wspomagane ciecza (LAG) i mielenie
wspomagane jonami i ciecza (ILAG)

Mielenie wspomagane ciecza (LAG) jest szeroko stosowana technika syntezy
coraz wigkszej liczby funkcjonalnych zwiazkow chemicznych. W tej metodzie do
naczynia reakcyjnego dodawane sg niewielkie ilo$ci rozpuszczalnika lub mieszaniny
rozpuszczalnikow jako dynamiczne modulatory srodowiska chemicznego. Ich rolg jest
zwickszenie reaktywnosci, inicjacja reakcji, polaryzacja substratow, stabilizacja
produktow posrednich oraz przyspieszenie zachodzacych przemian. Dodatek cieczy
moze rowniez wplynaé na wydajnos$¢ procesu oraz zwigkszy¢ krystaliczno$¢ koncowych
produktow. Dodatek cieczy zazwyczaj oscyluje w zakresie od 0,1 do 1 pl na kazdy
miligram statych reagentow. Parametr # ilosciowo definiuje stosunek objetosci cieczy do
catkowite] masy stalych reagentéw 1 umozliwia systematyczng oceng wpltywu
rozpuszczalnikdw na prowadzone reakcje chemiczne (Rysunek 4) ([18, 20-22]. Zostat on
wprowadzony przez Fris¢i¢ i wspotpracownikow w 2009 roku [28]. Dla techniki LAG
parametr ten moze przyjmowaé wartosci w obszarze 0 < 5 < 2 [18, 20-28]. Zakres ten
zmieniat si¢ na przestrzeni lat i w pierwszej pracy na ten temat wynosit ponizej 1 pul'mg
!. Metoda LAG jest bardzo poteznym narzedziem w syntezie funkcjonalnych zwigzkow.

7] > 12 (roztwory)

objetosc cieczy (ul)

”_ catkowita masa statych reagentéw (mg) L.
y < 12 (zawiesiny)

0<y <2 (LAG)

Rysunek 4. Definicja parametru # i zakresy jego warto$ci [20-22].
Figure 4. Definition of the # parameter and its ranges [20-22].

Kolejnym przykladem mielenia wspomaganego dodatkami jest technika
wykorzystujaca jednoczesnie niewielkie iloSci jondéw i cieczy. Metoda ta jest
rozwini¢ciem techniki LAG i oznaczana jest skrétem ILAG (mielenie wspomagane
jonami i ciecza, ang. ion and liquid-assisted grinding). Zostata zaprojektowana z mysla o
bezposrednim projektowaniu i syntezie sieci metaliczno-organicznych [23, 24, 26]. W
metodzie tej zazwyczaj ilos¢ dodawanej soli nie przekracza 5% i jest ona stosowana wraz
z niewielkimi iloSciami cieczy w celu ulatwienia 1 przyspieszenia reakcji
mechanochemicznych. Dodatki te odgrywaja kluczowa rol¢ w zwigkszaniu reaktywnosci
substratow, poprzez wplyw na ich rozpuszczalnos¢, lepsze wymieszanie oraz tworzenie
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bardziej homogenicznej mieszaniny. Z kolei obecnos¢ cieczy moze wptywac na kinetyke
formowania zwigzkow typu MOF oraz stabilizacj¢ ich struktury poprzez wnikanie
rozpuszczalnika do tworzonych wewnatrz struktury porow [20-27].

Opracowano réwniez inne modyfikacje techniki LAG, ktore s3 rzadziej
stosowane, czgsto do prowadzenia specyficznych reakcji chemicznych. Jedna z tych
metod jest mielenie z wykorzystaniem niewielkiego dodatku cieczy jonowych jako
zamiennikéw tradycyjnych rozpuszczalnikow, oznaczane skrotem IL-AG (ang. ionic
liquid-assisted grinding) [26]. Alternatywnymi technikami stosowanymi w niektorych
przypadkach jest tez mielenie wspomagane polimerami oznaczane skrotem POLAG (ang.
polymer-assisted grinding), oraz mielenie z innymi dodatkami jonowymi i niejonowymi
[23-31].

2.  TECHNIKA LAG W PRAKTYCE
2.1. Przyklady funkcjonalnych zwigzkéw otrzymanych metodg LAG

Pierwsze przyklady polimerow koordynacyjnych 1 sieci metaliczno-
organicznych otrzymanych technika LAG zostaly opisane przez dwoch badaczy:
Tomislava Fris¢i¢a i Loszlo Féabiana [24, 32]. W swoich badaniach podjeli probe
otrzymania nowych zwigzkow poprzez reakcje tlenku cynku z kwasem
fumarowym,(Hofum), wykorzystujac NG. Proba ta zakonczyla si¢ niepowodzeniem.
Zaobserwowali oni jednak, ze niewielki dodatek metanolu lub etanolu znaczaco wplywat
na przebieg reakcji, doprowadzajac do otrzymania nowego zwigzku [Zn(fum)], (1) o
strukturze trojwymiarowej przedstawionej na Rysunku 5. Kontynuujac i rozszerzajac te
badania, wykazali oni, ze stosujac rézne rozpuszczalniki lub mieszaniny
rozpuszczalnikdw, mozna wptywac na przebieg reakcji i otrzymywacé roézne produkty w
zalezno$ci od uzytego rozpuszczalnika lub jego ilosci [24,32].

0,
ZnO e ™%
HO
Rysunek 5. Przyktad jednego z pierwszych zwigzkow typu MOF otrzymanych metoda
LAG [24,32].

Figure 5. An example of one of the first MOFs obtained by the LAG method [24,32].
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Obecnie liczba zwigzkow koordynacyjnych otrzymanych metoda LAG jest
bardzo duza i stale ro$nie. W niniejszym podrozdziale przedstawione zostang tylko
wybrane przyklady polimerow koordynacyjnych i sieci metaliczno-organicznych
otrzymanych ta metoda.

W 2023 roku opisano efektywna, prosta i zgodng z zasadami zielonej chemii
synteze LAG do tworzenia jednowymiarowych polimeréw koordynacyjnych miedzi(I) z
1,3,5-triaza-7-fosfaadamantanem (PTA) oraz ligandami polipirydylowym (N-N): 2,2'-
bipirydylem (bpy) (2), 5,5’dimetylo-2,2’-bipirydylem (dmbpy) (3), 1,10-fenantroling
(phen) (4), 2,9-dimetylo-1,10-fenantroling ) (ncup) (5) o ogdélnym wzorze [Cu(N—N)(u-
PTA)]u[PFs] (Rysunek 6) [33].

oy SN NI
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N, R Y -
dmbpy N e Z\ /
[Cu(MeCN),JPF, 9 i e
+ _—-—t 74 N\ —l t PFg
PTA LAG 4__)_\ /_\_
N phen /C"-,_'_\ 4 A
¥ =N_ N=
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“New ™, N
N \/ cn \/—> 5
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Rysunek 6. Struktury molekularne polimerow koordynacyjnych miedzi(I) 2-5 oraz schemat ich
syntezy [33].
Figure 6. Molecular structures of copper(I) 2-5 coordination polymers and a scheme for their

synthesis [33].

Synteze zwiazkéw 2-5 prowadzono w mozdzierzu przez 3 minuty, stosujac
substraty w stosunku 1:1:1 oraz parametr # w zakresie od 0.82 — 0.90 pl'mg!. Opisana
metoda syntezy LAG jest powtarzalna, prosta, szybka oraz charakteryzuje sig¢
minimalnym wptywem na Srodowisko. Istotng zaleta tej metody jest tez mozliwos$¢ jej
latwego skalowania. Dodatkowo przebieg reakcji mozna w prosty sposéb monitorowac,
obserwujac zmiany zabarwienia mieszaniny reakcyjnej podczas ucierania (Rysunek 7)
[33].

Rysunek 7. Przyktad monitorowania syntezy LAG zwiazkdw 2-5.
Figure 7. An example of monitoring LAG synthesis of compounds 2-5.
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Kolejng zaleta zastosowanej metody LAG jest mozliwo$¢ otrzymania zwiazkow
2-5 z duza wydajnoscia (>84%) i czystoscia w poréwnaniu do metody klasycznej z
wykorzystaniem rozpuszczalnikow w ktorej wydajno$¢é procesu wynosi tylko 40%.
Wszystkie otrzymane zwiazki sg stabilne w powietrzu i odporne na dziatanie wilgoci,
rozpuszczaja si¢ w wodzie, metanolu i acetonitrylu. Zwiazki 2-5 wykazuja intensywna
luminescencje w temperaturze pokojowej, co przypisano termicznie aktywowanej
opoznione] fluorescencji (TADF) [33]. W zwiagzku z interesujacymi wlasciwosciami
luminescencyjnymi zwigzkow 2-5, opracowanie szybkiej, prostej i wydajnej metody ich
syntezy stanowi istotny aspekt z punktu widzenia potencjalnych zastosowan
technologicznych.

Sulfadiazyna  (6) jest szeroko stosowanym  chemioterapeutykiem
przeciwbakteryjnym. Jej pochodna, sulfadiazyna srebra (7) (AgSD, ang. silver
sulfadiazine), jest lekiem wystepujacym pod nazwa handlowa Silvadene®,
wykorzystywanym w leczeniu oparzen ze wzgledu na swoje szerokie spektrum
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (Rysunek 8) [34]. Opisana zostala po raz pierwszy
w 1943 [35]. Klasyczna synteza mokra AgSD jest skomplikowanym, wielostopniowym
procesem wymagajacym zastosowania zaréwno duzej ilosci rozpuszczalnikow, jak i
podwyzszonej temperatury. Mieszaning reakcyjng nalezy w jednym z etapdw ogrzac¢ do
temperatury 60°C [34, 35].

a b
O 0 Ag.,
N7 NN o TN
¥t LA
— ~ =
H N 1N N
O
HzN 6 HzN T
Rysunek 8. Struktura molekularna: (a) sulfadiazyny (6) i (b) sulfadiazyny srebra (7).
Figure 8. Molecular structure of: (a) sulfadiazine (6) and (b) silver sulfadiazine (7).)

W 2020 roku Sovi¢ i wspotpracownicy opracowali mechanochemiczng synteze
AgSD (7). Jednym z kluczowych elementéw tego procesu bylo zastosowanie 10% lub
25% roztworu amoniaku [36]. Reakcje azotanu srebra i sulfadiazyny prowadzono w
mtynie kulowym, a jej przebieg reakcji monitorowano in situ za pomoca spektroskopii
Ramana. Wykazano, ze dodatek amoniaku w r6znych stezeniach jest kluczowy dla tego
procesu mechanochemicznego, a jego brak uniemozliwia reakcj¢. Stwierdzono réwniez,
ze optymalna ilo§¢ amoniaku przyspiesza reakcje, a jego zbyt duze stezenie spowalnia jej
przebieg [36].
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Rysunek 9. Uproszczony schemat syntezy mechanochemicznej AgSD (7)
Figure 9. Simplified scheme of the mechanochemical synthesis of AgSD (7).

W 2025 roku Vania André i wspolpracownicy zaproponowali nowa metode
syntezy AgSD wykorzystujac mielenie kulowe i technike LAG. Badali oni wplyw
czynnikéw takich jak: rodzaj soli srebra, dodatek rozpuszczalnikow, objetosc
rozpuszczalnikow, material, z jakiego wykonane sg naczynie mielace i mielniki, wptyw
rodzaju rozpuszczalnika oraz parametrow reakcji LAG prowadzonej w mtynie kulowym
na architektury koordynacyjne srebra(l) z sulfadiazyna (SD) [34]. Autorzy wykazali, ze
reakcja LAG tlenku srebra z sulfadiazyna w obecnosci etanolu (n < 1 pl'mg™!) prowadzi
do otrzymania AgSD o wysokiej czystosci. Podobny rezultat zaobserwowano, prowadzac
reakcje Ag,SOs4 z sulfadiazyna w obecno$ci roztworu amoniaku. Natomiast reakcja
mechanochemiczna typu LAG azotanu srebra z sulfadiazyna, przeprowadzona w
obecnosci dodatku wody zaréwno w mozdzierzu, jak i w miynie kulowym oraz przy
roznych wartosciach parametru r, umozliwita otrzymanie nowego zwiazku srebra(l) z
sulfadiazyna, AgSD-NO:s (8) (Rysunek 10), charakteryzujacego si¢ znaczna aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowa [34].
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& S\ / N :\& T \—\\_\"\ /Y
/\gNO?, N — i al ;__/_
H N LAGH,0 Faih o W
— )= _ 1
H,N 6 S \\\\ W U
2 ""J"\‘\;- ~ ~”
|
ANyt o
S
Rysunek 10. Uproszczony schemat syntezy mechanochemicznej AgSD-NO; (8).
Figure 10. Simplified scheme of the mechanochemical synthesis of AgSD (8).

Metode LAG wykorzystano rowniez do syntezy polimeru koordynacyjnego
srebra(I) z PTA i diklofenakiem (Df) (9) (Rysunek 11) o wzorze [Ag(u-
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PTA)(Df)(H20)]n-:3nH,O (10) charakteryzujacego si¢ stabilnoScia w powietrzu,
rozpuszczalnoscia w wodzie 1 szerokim spektrum aktywno$ci biologicznej [37-39].
Reakcje azotanu srebra, z PTA i sola sodowa diklofenaku wykonano w mozdzierzu z
dodatkiem niewielkiej obj¢tosci mieszaniny wody i acetonitrylu, otrzymujac produkt
koncowy z duza wydajnoscia i czystoscia.

OH i
e LMMN/- )""N
0
H NH \\
N ! I
0—‘-; 87 OH,
0 N
9 10
Rysunek 11. Struktura molekularna diklofenaku (9) oraz polimeru koordynacyjnego
srebra(I) 10.
Figure 11. Molecular structure of diclofenac (9) and silver(I) 10 coordination polymers.

Diklofenak jest bardzo szeroko stosowanym w medycynie niesteroidowym
lekiem przeciwzapalnym. Stosuje si¢ go zarowno w postaci tabletek (terapie doustne), jak
réwniez w postaci ré6znego rodzaju masci, kremow i zeli stosowanych na skore. Doustne
podanie diklofenaku jest ograniczone z powodu jego niskiej biodostgpnosci oraz
wysokiego prawdopodobienstwa wystapienia wielu skutkoéw ubocznych przy dtuzszym
stosowaniu [39]. W zwiazku z tym jego podanie dermalne i transdermalne stanowi
bezpieczniejsza alternatywe dla podania doustnego, jednoczesnie zwigkszajac komfort
pacjenta. Obecnie trwajg intensywne badania skoncentrowane na projektowaniu nowych,
efektywnych systeméw dermalnego i transdermalnego dostarczania lekow, w tym
diklofenaku.

Badania in vitro prowadzone z uzyciem komoérek dyfuzyjnych Franza oraz
ludzkiej skory jako membrany wykazaty zdolno§¢ zwiazku 10 do miejscowego
dostarczania diklofenaku w obregbie gérnych warstw naskorka (warstwy rogowej), jak
réwniez do jego transportu przezskornego (Rysunek 12). Otrzymane wyniki otwieraja
perspektywe zastosowania polimerdéw koordynacyjnych srebra(I) z PTA i diklofenakiem
w innowacyjnych systemach dostarczania lekéw. Ponadto, zwigzek 10 wykazuje silng
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus
aureus) i Gram-ujemnych (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) w testach in vitro
[39]. Wysoka stabilno$¢, rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz unikatowe dziatanie
cytotoksyczne wobec komodrek nowotworowych i patogendw chorobotworczych,
sprawity, ze zwigzek 10 zostal wykorzystany jako aktywna biologicznie domieszka
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biopolimeru na bazie hydrozelu z nasion chia (CSM). W ten sposéb otrzymano nowy
hybrydowy biomaterial 10@CSM, ktory ze wzglgdu na swoje unikatowe wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i bardzo dobrag zdolno$¢ do pochtaniania wody moze zostac¢
wykorzystany do przygotowania mat dezynfekujaco-absorbujacych lub innowacyjnych
opatrunkéw na trudno gojace sig rany [39].

Rysunek 12. Infografika obrazujaca dziatanie zwiazku 10 jako systemu dermalnego i
transdermalnego dostarczania diklofenaku.
Figure 12. Infographic showing how compound 10 functions as a dermal and

transdermal delivery system for diclofenac.

2.2. Potencjal i ograniczenia syntez mechanochemicznych

Najwigkszymi zaletami syntezy mechanochemicznej sg catkowita eliminacja lub
maksymalne ograniczenie stosowania rozpuszczalnikow podczas syntezy oraz
mozliwo$¢ przeprowadzania reakcji, ktore nie zachodza w warunkach klasycznej syntezy
w roztworze. Ograniczenie lub wyeliminowanie stosowania rozpuszczalnikow sprawia,
ze metoda ta jest bardziej przyjazna dla srodowiska, a takze bezpieczniejsza i tatwiejsza
w prowadzeniu z punktu widzenia operatora. Zastosowanie metod mechanochemicznych
ogranicza ryzyko zwigzane z uzyciem toksycznych, drogich, tatwopalnych
rozpuszczalnikow, zmniejsza ilo$¢ generowanych odpadoéw ciektych oraz moze
prowadzi¢ do obnizenia kosztéw catego procesu. W rezultacie mechanochemia moze
stanowi¢ rozwigzanie korzystniejsze zarowno pod wzgledem ekonomicznym, jak i
ekologicznym. Nalezy jednak w koncowym rozrachunku uwzgledni¢ réwniez inne
aspekty tych reakcji, takie jak zuzycie energii, wydajnos¢ i czysto$¢ produktow
koncowych, czas reakcji, mozliwos¢ skalowania procesu oraz trwato$¢ i koszty
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eksploatacji narzedzi i wykorzystywanej aparatury. Jednym z gléwnych ograniczen
techniki LAG jest skalowanie procesu, z ktérym wigze si¢ niwelowanie problemow
takich jak wzrost temperatury spowodowany tarciem, kanalikowanie materiatu oraz
zanieczyszczenie produktu spowodowane zuzyciem aparatury lub dodatkami [27].
Redukcja tych niekorzystnych zjawisk wymaga doktadnego zrozumienia mechanizmu
reakcji oraz kontroli parametrow wptywajacych na przebieg procesu, co w praktyce nie
jest fatwym zadaniem. Kluczowe znaczenie ma odpowiedni dobor typu mtyna, szybkosci
mielenia, rodzaju substratéw, dodatkéw, mielnikéw i naczyn reakcyjnych oraz stosunku
masy mielnikow do masy reagentow (BPR). Dodatkowo moga wystgpowaé problemy
zwigzane z polimorfizmem oraz kontrolg wielkosci czasteczek, co moze wptywaé na
odtwarzalno$¢ procesu [27]. Wykorzystanie mtynow kulowych umozliwia prowadzenie
syntezy w skali mikrogramowej, jednak pelna automatyzacja syntezy i pozniejszego
oczyszczania produktu pozostaje ograniczona, co znaczaco utrudnia wykorzystanie
przemystowe metody LAG i wskazuje na potrzebe dalszych badan [27].

UWAGI KONCOWE

Mechanochemia jest jedna z  najdynamiczniej  rozwijajacych  sig
interdyscyplinarnych dziedzin wspdtczesnej nauki, oferujac liczne mozliwosci praktycznych
zastosowan oraz szerokie zaplecze aparaturowe do prowadzenia syntez chemicznych w
wickszej skali

W  pracy omowiono wybrane przyklady mechanochemicznej syntezy
funkcjonalnych zwigzkéw koordynacyjnych o obiecujacych wlasciwosciach aplikacyjnych.
Szczegdlny nacisk potozono na technik¢ LAG oraz jej wykorzystanie w syntezie zwigzkow o
wysokim potencjale aplikacyjnym.
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W szczegolnosci na teoretycznym opisie transportu elektronowego z wykorzystaniem teorii
funkcjonatu gestosci (DFT) oraz metody nierdwnowagowych funkcji Greena (NEGF).
Prowadzone przez niego badania dotycza charakteryzacji wlasciwosci uktadow molekularnych
oraz analizy mechanizméw transportu elektronowego w zlaczach opartych na pojedynczych
molekutach, rozwazanych jako potencjalne funkcjonalne elementy elektroniki molekularne;j.
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ABSTRACT

For many years, advances in conventional silicon-based electronics have
involved the progressive miniaturization of electronic components. Molecular
electronics offers an attractive alternative, in which individual organic molecules
can serve as active electronic elements. The transport properties of such systems
are governed by the spatial distribution and energy levels of the molecular orbitals,
in particular by their alignment relative to the Fermi level of the metallic
electrodes, the nature of the linkers, and the properties of the molecule—electrode
contacts. The molecular junctions investigated in this work contain either a
derivative of 9,10-dihydroanthracene (AH) or a nitrogen-containing modification
of AH (AN). The molecules were connected through sulfur-based linkers to semi-
infinite Au(111) electrodes terminated by ten-atom Au clusters with pyramidal
geometry.

The main objective of this work was to determine whether the selected organic
molecules could be used in molecular electronics as functional electronic elements,
such as molecular diodes or switches. To this end, the molecular geometries were
optimized within density functional theory (DFT), and the frontier molecular
orbital energies and the HOMO-LUMO energy gaps were determined.
Subsequently, the Au—~AH-Au and Au—AN-Au junctions were constructed and
optimized, and their transport properties were calculated and analyzed using the
non-equilibrium Green’s function (NEGF) method, with particular emphasis on
the transmission spectra and current—voltage (/-V') characteristics.

For the Au—AH-Au junction, negative differential conductance (NDC) was
observed, manifested by a decrease in current with increasing bias voltage over
acertain voltage range. In contrast, the Au-AN-Au junction exhibited
a pronounced asymmetry in electron transport, characteristic of molecular diode
behavior. The obtained results provide deeper insight into the mechanisms
responsible for NDC and the asymmetry of /-V characteristics in molecular
junctions and may contribute to the design of new functional elements for
molecular electronics.

Keywords: molecular electronics, molecular junctions, DFT calculations, non-
equilibrium Green’s function, negative differential conductance, molecular diode
Stowa kluczowe: elektronika molekularna, ztgcza molekularne, obliczenia DFT,

metoda nieréwnowagowych funkcji Greena, ujemna przewodno$¢ rézniczkowa, dioda
molekularna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— antracen (anthracene)

— pochodna 9,10-dihydroantracenu (a derivative of 9,10-dihydroanthracene)

— modyfikacja AH zawierajaca atomy azotu

— komplementarny uktad metal-tlenek—polprzewodnik (Complementary
Metal-Oxide—Semiconductor)

— teoria funkcjonatu gestosci (Density Functional Theory)

— gestos¢ stanow elektronowych (Density of States)

— rozszerzona molekuta (Extended Molecule)

— pelna szeroko$¢ w potowie maksimum (Full Width at Half Maximum)

— uogoblnione przyblizenie gradientowe (Generalized Gradient
Approximation)

— najwyzszy obsadzony orbital molekularny (Highest Occupied Molecular
Orbital)

— przyblizenie lokalnej gestosci (Local Density Approximation)

— zlokalizowany orbital molekularny (Localized Molecular Orbital)

— najnizszy nieobsadzony orbital molekularny (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital)

— metoda mechanicznie kontrolowanego przerywania zlacza
(Mechanically Controllable Break Junction)

— dynamika molekularna (Molecular Dynamics)

— stan w przerwie energetycznej indukowany przez metal (Metal-Induced
Gap State)

— ujemna przewodno$¢ rozniczkowa (Negative Differential Conductance)

— metoda nierownowagowych funkcji Greena (Non-Equilibrium Green'’s
Function)

— funkcjonat Perdewa—Burke’a—Ernzerhofa (Perdew—Burke—Ernzerhof)

— stosunek wartoéci szczytowej do dolinowej (Peak-to-Valley Ratio)

— metoda minimalizacji residuum z bezposrednig inwersjg w
podprzestrzeni iteracyjnej (Residual Minimization Method — Direct
Inversion in the Iterative Subspace)

— procedura samouzgodnienia ggstosci elektronowej (Self-Consistent Field
procedure)

— spin i elektronika molekularna w bazie orbitali atomowych (Spin and
Molecular Electronics in Atomically Generated Orbital Landscapes)

— metoda przerywania ztacza z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
tunelowej (Scanning Tunneling Microscope-Based Break Junction)

— elektronika monomolekularna (Unimolecular Electronics)
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WPROWADZENIE

Elektronika molekularna, a w szczegodlnosci elektronika monomolekularna (UME —

Unimolecular Electronics), jest obecnie dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing badan
i stanow1i atrakcyjny i obiecujacy kierunek rozwoju technologii nanoelektronicznej [1,2].
W tej koncepcji pojedyncze molekuly organiczne petnig funkcje aktywnych
komponentow elektronicznych, takich jak przetaczniki, diody (prostowniki), bramki
logiczne czy elementy pamigci [2-5].

Wykorzystanie  pojedynczych molekut jako funkcjonalnych elementéw
elektronicznych otwiera mozliwos¢ dalszej miniaturyzacji, zwlaszcza ze tradycyjna
technologia CMOS (Complementary Metal-Oxide—Semiconductor) zbliza si¢ do swoich
fundamentalnych limitow. Molekuly organiczne moga ulega¢ deekscytacji poprzez
emisje fotonow, a takze wykazywac inne efekty wptywajace na przewodnictwo. Synteza
chemiczna umozliwia ponadto otrzymywanie identycznych molekut, co pozwala tworzy¢
powtarzalne elementy o rozmiarach rzgdu 1nm [1,2]. Realizacja tego potencjatu
wymaga jednak doglebnego poznania i zrozumienia procesow fizycznych zachodzacych
w skali atomowej, ktore determinujg transport tadunku i wiasciwosci funkcjonalne
uktadow molekularnych.

Elektronika molekularna ma juz ponad pét wieku, a historycznym jej poczatkiem
byta propozycja A. Avirama i M. A. Ratnera z 1974 roku dotyczgca diody molekularne;j
opartej na molekule donor—tacznik—akceptor (D—o—4) [1]. Wlasciwosci przewodzace
takich uktadéow molekularnych determinowane sg przede wszystkim przez rozktad
przestrzenny i energie orbitali molekularnych, a w szczeg6lnosci ich dopasowanie do
energii Fermiego metalicznych elektrod, zastosowany rodzaj linkeréw oraz wlasciwosci
kontaktu molekuta—clektroda [6,7]. Eksperymentalne badania wykonuje si¢ m.in. metoda
przerywania ztacza z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii tunelowej (STM-BJ —
Scanning Tunneling Microscope-Based Break Junction) czy metoda mechanicznie
kontrolowanego przerywania zltagcza (MCBJ — Mechanically Controllable Break
Junction), co pozwala na pomiar przewodnictwa pojedynczych molekut i charakterystyk
pradowo-napigciowych (/-V) [2,8]. Warto przypomnie¢, ze techniki te byly wczesniej
z powodzeniem stosowane do badania przewodnictwa czystych kontaktéw atomowych
oraz tancuchow zbudowanych z atoméw Au, Pt i Ir [9]. Badania te wykazaly m.in.
oscylacje przewodnictwa zwigzane z parzystoscig liczby atoméw w tancuchu [10].

Z teoretycznego punktu widzenia transport elektronowy w zlaczach molekularnych
zalezy krytycznie od wzajemnego polozenia poziomdéw orbitali molekularnych —
w szczegblnosci orbitali granicznych HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital)
i LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) — oraz poziomu Fermiego (Eg)
metalicznych elektrod. W duzym uproszczeniu, jesli Ex lezy wewnatrz przerwy HOMO-
LUMO, transport odbywa si¢ w rezimie tunelowania pozarezonansowego, a prad maleje
wyktadniczo z dtugoscig molekuly. W prostym modelu pojedynczego poziomu (Breita—
Wignera), przy niezmienionym sprz¢zeniu z elektrodami, zblizanie si¢ poziomu
molekularnego do poziomu Fermiego prowadzi do wzrostu transmisji przy tej energii.
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W rzeczywistych ztaczach molekularnych na przewodnictwo wplywaja jednak
rowniez efekty zwigzane z udzialem wielu orbitali, a takze interferencja kwantowa. Samo
dopasowanie energetyczne stanéw nie wystarcza zatem do okres$lenia przewodnictwa.
Przyktadem bardziej zlozonego zachowania sa oscylacje przewodnictwa lancuchow
atomowych w zaleznosci od liczby tworzacych je atoméw [11].

Niniejsza praca poswigcona jest teoretycznym badaniom organicznych zlaczy
opartych na pojedynczych molekutach, ktéore po odpowiednich modyfikacjach moga
shuzy¢ jako funkcjonalne elementy elektroniczne. Za punkt odniesienia przyjeto antracen
(AC) — sztywny uktad aromatyczny o dobrze poznanych wlasciwosciach. Analiza jego
pochodnych — 9,10-dihydroantracenu (AH) oraz jego modyfikacji zawierajacej atomy
azotu (AN) — pozwala systematycznie bada¢ wptyw zmian strukturalnych, takich jak
nasycenie wigzan w AH i wprowadzenie atoméw azotu w AN, na wiasciwosci
transportowe zlaczy. Badania przeprowadzono dla dwdch molekut: (i) molekuly AH
zawierajacej szkielet 9,10-dihydroantracenu oraz (ii) molekuly AN bedacej
zmodyfikowana wersja AH z wprowadzonymi atomami azotu. Molekuty potaczone ze
ztotymi elektrodami (Au) poprzez linkery siarkowe (S) tworza dwa badane w tej pracy
monomolekularne ztgcza: Au—AH-Au i Au—AN—-Au.

Badania wtasciwosci strukturalnych i elektronowych przeprowadzono w ramach
teorii funkcjonatlu gestosci (DFT — Density Functional Theory), natomiast wlasciwosci
transportowe zbadano przy wykorzystaniu metody nieréwnowagowych funkcji Greena
(NEGF — Non-Equilibrium Green’s Function). W szczegdlnosci dla ztaczy Au—AH-Au
i Au—AN—Au zaobserwowano i zbadano dwa efekty: (i) efekt ujemnej przewodnosci
rozniczkowej (NDC) 1 (i) zjawisko prostowania pradu, czyli asymetryczng
charakterystyke pradowo-napigciowa (I-V).

Celem pracy jest teoretyczna analiza i porownanie wlasciwosci transportowych
ztaczy Au-molekuta—Au opartych na rdzeniu antracenowym oraz zbadanie, jak
modyfikacje strukturalne — nasycenie wiazan w AH i wprowadzenie atomoéw azotu
prowadzace do asymetrii AN — umozliwiajg ksztaltowanie transportu elektronowego
i zmiang funkcjonalnosci ztacza: od przetacznika wykorzystujacego efekt NDC do diody
molekularnej. W odroznieniu od mechanizmu opisanego wczesniej w literaturze,
w badanym zlaczu Au-AH-Au efekt NDC wynika z rozszczepienia rezonansu
pochodzacego od elektrody zlota, zlokalizowanego przy poziomie Fermiego, a nie
z rozszczepienia poziomow HOMO—1 i HOMO. Wskazuje to na odmienny mechanizm
powstawania NDC w tej klasie uktadow.

1. PODSTAWY TEORETYCZNE

Opis zjawisk transportu elektronowego w uktadach molekularnych wymaga
kwantowomechanicznego traktowania zaréwno samej molekuly i jej kontaktu
z elektrodami, jak i samych elektrod. Teoria funkcjonalu gestosci (DFT — Density
Functional Theory) realizuje to zadanie, zastepujac wielowymiarowa funkcje falowsg
Y(ry, ..., ry) trojwymiarows gestoscia elektronowsg p(r), ktdrg definiuje sie jako:
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p(r) = Nf |lll(r1, 1'2, ...,I‘N)|2 d3T'2 ...d3T'N. (1)

Zgodnie z twierdzeniami Hohenberga—Kohna znajomo$¢ p(r) w stanie
podstawowym wystarcza do wyznaczenia catkowitej energii uktadu jako funkcjonatu
gestosci:

Elp] = [ v(r) p(r) &3 + Fylpl, (2)

gdzie v(r) jest potencjatem zewnetrznym (jonowym), a Fyk[p] jest uniwersalnym
funkcjonatem zawierajagcym energic kinetyczng elektronow oraz ich wzajemne
oddzialywanie. Jednak sam opis stanu podstawowego nie wystarcza do modelowania
transportu w ukladzie otwartym pod napigciem — konieczne jest polaczenie DFT
z metodg nierownowagowych funkcji Greena (NEGF — Non-Equilibrium Green'’s
Function). Tak otrzymany schemat metodologiczny DFT+NEGF stanowi
teoretyczng podstawe niniejszej pracy.

1.1. TEORIA FUNKCJONALU GESTOSCI W OPISIE ZEACZY
MOLEKULARNYCH

Teoretyczne badania organicznych ztaczy molekularnych przeprowadzono w
ramach podej$cia ab initio, co oznacza, przynajmniej w teorii, ze jedynymi danymi
wejsciowymi do obliczen kwantowomechanicznych sg podstawowe state fizyczne
(masa elektronu, tadunek elementarny, stala Plancka) oraz liczby atomowe
pierwiastkow sktadowych. Nie wprowadza si¢ Zzadnych parametréw empirycznych
dopasowanych do whasciwosci makroskopowych materiatu. W konsekwencji metoda
ta jest w pelni transferowalna — te same przyblizenia i ta sama baza moga by¢
wykorzystywane zarowno do opisu izolowanych molekul organicznych, jak
imetalicznych elektrod czy ich zlaczy, bez zadnej modyfikacji. W praktyce realizacja
obliczen z pierwszych zasad w opisie elektronowym jest teoria funkcjonatu gestosci,
ktéra redukuje problem wielu elektronéw do uktadu jednoelektronowych réwnan
Kohna—Shama rozwigzywanych w sposob samouzgodniony.

Rozwigzywanie wieloelektronowego rownania Schrédingera w  sposob
bezposredni:

Hllu(rl,rz,...,rN) = EIP(I'I,I'Z,...,I‘N), (3)

gdzie operator H w przyblizeniu Borna—Oppenheimera zawiera kolejno czlon
kinetyczny elektronow, potencjat zewngtrzny (oddzialywanie elektron—jadro) oraz
czton elektron—elektron [12-14]:

= Z V2+Zv(rl)+1z

i#j

4)

Irl
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staje si¢ niepraktyczne juz dla uktadow zawierajacych kilkadziesiat elektronow.
Teoria DFT rozwiazuje ten problem, zastepujac wielowymiarowa funkcje falowa
tr6jwymiarowg gestoscig elektronowg p(r) [12-14].

Podstawg teorii DFT sg dwa twierdzenia Hohenberga—Kohna [12]. Pierwsze
twierdzenie mowi, ze energia E stanu podstawowego wieloelektronowego uktadu,
znajdujgcego sie w polu zewnetrznego potencjalu v(r), jest jednoznacznym
funkcjonatem gestosci elektronowe;:

E,lp] = [ p(r) v(r) d®r + Fuklpl, (5)

dzie v(r) =Y —=
gdzie v(r) %;‘lr—Ral

oznacza potencjal jonowy wytworzony przez jadra
o fadunkach Z,,, a Fyk|[p] jest uniwersalnym funkcjonatem gestosci, niezaleznym od
postaci v(r).

Drugie twierdzenie wprowadza zasade wariacyjng: funkcjonat energii E[p]
przyjmuje najmniejsza warto$§¢ wtedy, gdy p(r) jest doktadng gestoscig stanu

podstawowego po (1):

E[p] = E[pol- (6)
Dla ustalonych potozen jonow {R,} catkowita energia uktadu jest sumg energii
elektronowej (5) obliczonej dla p, oraz klasycznej energii odpychania jon—jon:

ZaZg

! (7)

1
(R, = Elpol + Z|
Praktyczna implementacja opiera si¢ na podejsciu Kohna—Shama [12-14], w
ktorym rzeczywisty uktad oddziatujacych elektronow odwzorowuje si¢ na uktad
nieoddziatujgcych elektrondw poruszajacych sie¢ w efektywnym potencjale Vgs:

Vit () = Ve () + Ve (0) + Ve, V@ = [ 25 @3 (8)

r—r'|

Czlon Vgy opisuje oddziatywanie elektronéw z jadrami, Vg to klasyczny
potencjat Hartree’ego (elektrostatyczne odpychanie ggstosci elektronowej),
natomiast V. jest potencjalem wymienno-korelacyjnym zawierajacym wszystkie
kwantowe efekty wieloelektronowe [12-14]. Efektywne rdwnania jednoelektronowe
Kohna—Shama przyjmujg postac:

2
[_Zh_mvz + Veff(r)] hi(r) = & (r). ©)

Dzigki tej redukcji do rownan jednoelektronowych metoda DFT umozliwia
efektywne obliczenia uktadéw o duzej liczbie elektronéw. Hierarchi¢ przyblizen
wymienno-korelacyjnych — od LDA (Local Density Approximation), przez GGA
(Generalized Gradient Approximation), w tym funkcjonat PBE (od nazwisk Perdew—
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Burke—Ernzerhof), po podejscia hybrydowe — oraz metodg pseudopotencjatow
omowiono szczegdtowo w literaturze [13]. Warto jednak zaznaczy¢, ze standardowe
funkcjonaty systematycznie zanizaja przerwe energetyczng HOMO-LUMO molekut
organicznych, co jest istotnym ograniczeniem przy modelowaniu transportu
elektronéw przez ztacza molekularne i czesto wymaga poprawek wyzszego rzedu.
Jedng z najprostszych metod jest zastosowanie pétempirycznej poprawki za pomoca
operatora okreslanego jako scissor operator, ktory przesuwa energie orbitali
obsadzonych i1 nieobsadzonych tak, aby odtworzy¢ eksperymentalng przerwe
HOMO-LUMO. Procedura samouzgodnienia (SCF) z metodami Davidsona i RMM-
DIIS (Residual Minimization Method — Direct Inversion in the Iterative Subspace)
zapewnia zbiezno$¢ obliczen [15].

1.2. METODA NIEROWNOWAGOWYCH FUNKCJI GREENA

Metoda DFT, majaca zastosowanie w opisie standw podstawowych
izolowanych molekut, nie jest przystosowana do opisu uktadéw nierownowagowych,
w ktorych molekuty wymieniajg tadunek i energi¢ z makroskopowymi elektrodami.
Modelowanie transportu tadunku elektrycznego przez pojedyncze molekuty —
kluczowego zjawiska dla rozwoju funkcjonalnych uktadow elektroniki molekularne;j,
takich jak diody [3], przetaczniki czy tranzystory monomolekularne [1,2,4,5] —
wymaga formalizmu wykraczajacego poza standardowy opis standw podstawowych.
Odpowiedzig na ten problem jest metoda nierownowagowych funkcji Greena (NEGF
— Non-Equilibrium Green'’s Function) [7,11,16], ktora w naturalny sposob taczy si¢
z metodami DFT wykorzystujacymi bazy zlokalizowanych orbitali, tworzac schemat
metodologiczny DFT+NEGF powszechnie stosowany do obliczen transportu
elektronowego w ztgczach molekularnych [2,6,7].

W standardowym podejsciu metody NEGF uktad ztacza molekularnego jest
dzielony na trzy regiony (pokazane na Rysunku 1): pdéinieskonczona lewg elektrode
(L — left), potnieskonczona prawa elektrode (R — right) oraz rozszerzong molekule
(EM — extended molecule) [2,7,11,16].

Rysunek 1. Schemat geometrii badanego zlacza molekularnego z podziatem na poéinieskonczong lewa
elektrode (L), rozszerzong molekute (EM) oraz pdtnieskonczong prawa elektrode (R).

Figure 1.  Schematic geometry of the investigated molecular junction, showing the division into the semi-
infinite left electrode (L), the extended molecule (EM), and the semi-infinite right electrode (R).
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Region EM obejmuje nie tylko sama molekute, lecz rowniez kilka warstw
atomow elektrody (tzw. warstwy buforowe), co jest niezb¢dne do poprawnego
odtworzenia efektéw ekranowania tadunku oraz transferu tadunku na granicy metal—
molekuta czy oddzialywania elektron-fonon. Warunkiem poprawnos$ci takiego
podziatu jest zanik zaburzenia ggstosci elektronowej i potencjatu elektrostatycznego
wprowadzonego przez molekule na granicach R/EM i EM/L — innymi slowy,
warstwy buforowe graniczace z L/R musza odtwarza¢ struktur¢ elektronowa
nieskonczonego, czystego metalu. Centralnymi obiektami formalizmu sa opézniona
(R —retarded) funkcja Greena GR(E) i przedwczesna (A — advanced) funkcja Greena
GA(E) regionu rozpraszania [7,16]:

GR(E) = [(E + in)Sem — Hem — ZL(E) — Zr(E)]7Y, GA(E) = [GR(E)]T, (10)

gdzie Hgpy 1 Sgm to odpowiednio hamiltonian i macierz catek przekrycia dla EM,
ktére brane sa bezposrednio z obliczen DFT opisanych w poprzedniej podsekc;ji,
natomiast Xy, /g to macierze energii wlasnej (self-energy) elektrod. Wplyw sprzezenia
regionu centralnego EM z potnieskonczonymi elektrodami L/R jest w petni zawarty
w macierzach energii wlasnej:

I r(E) = TE/R,EM 9r/R(E) TL/REM) (11)

gdzie Ty rgm Oznacza macierz sprzgzenia pomiedzy odpowiednig elektrodg
a regionem EM, natomiast gf/R(E) to powierzchniowa funkcja Greena
potieskonczonej elektrody [7,16]. Poniewaz elektrody traktowane sa jako
potnieskoficzone obiekty, macierze energii wilasnej Zjr sa wielkosciami
zespolonymi — efektywnie wprowadzaja one do hamiltonianu regionu EM element
odpowiedzialny za skonczony czas zycia standéw elektronowych molekuty sprzgzonej
ze stanami elektrody. Miarg poszerzenia poziomoéw energetycznych sa macierze:

N/r(E) = i[Z/r(E) — 31 R (B))], (12)

ktére opisuja szybko$¢ wymiany elektronow pomigdzy molekuta a odpowiednia
elektroda 1 pojawiaja si¢ bezposrednio w wyrazeniu na spektrum transmisji
elektrondéw T (E). Im silniejsze jest sprzezenie molekuta—elektroda, tym wigksza jest
warto$¢ funkcji sprzezenia I,/ 1 tym szersze sg rezonanse zwigzane z orbitalami
molekularnymi w widmie transmisji.

Przytozenie napigcia V pomiedzy elektrodami przesuwa ich potencjaly
elektrochemiczne wzgledem wspolnego poziomu Fermiego uktadu w rownowadze
Eg. Przy zalozeniu symetrycznego spadku napigcia potencjaly te wynosza:

eV ev
= Ep + 5, Hr = Ep — 5~ (13)
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Rownanie (13) definiuje jedynie warunki brzegowe dla potencjatow
elektrochemicznych elektrod w nieskonczono$ci. Rzeczywisty rozktad potencjatu
elektrostatycznego wewnatrz rozszerzonej molekuly (EM) jest w metodzie
DFT+NEGF wyznaczany w sposob samouzgodniony, poprzez rozwigzanie rOwnania
Poissona dla nierownowagowej gestosci elektronowe;.

Obsadzenie stanow elektronowych w kazdej z elektrod odpowiada réwnowadze

termicznej i jest opisane funkcjg Fermiego-Diraca fi r(E) = [1 + exp ((E -

-1
UL /R) /kBT)] , hatomiast sam region EM znajduje si¢ w stanie nierbwnowagi,

poniewaz elektrony naptywajace z L 1 R ,,widzg” rézne obsadzenia. W takim
przypadku macierz gestosci, opisujacg nierdwnowagowe obsadzenie stanow, oblicza
sie przy uzyciu funkcji Greena mniejszej (G~) [7,16]:

p == dE G*(E), (14)

G=(E) = i GR(E) [TLfL(E) + TrfR(E)] GRT(E). (15)

Tak wyznaczona macierz ggstosci p jest zwracana do procedury
samouzgodnienia gestosci elektronowej (SCF — Self-Consistent Field procedure),
gdzie konstruowany jest zaktualizowany hamiltonian Hgy[p] (poprzez potencjat
Hartree’ego i wymienno-korelacyjny), ktéry z kolei wplywa na GR, G* i nowa
macierz gestosci. Procedure te powtarza sie iteracyjnie az do osiggnigcia zbiezno$ci
zardwno gestosci elektronowej, jak i rozktadu potencjatu elektrostatycznego wzdtuz
ztacza — dopiero wowczas otrzymany hamiltonian poprawnie opisuje molekute w
warunkach nieréwnowagowych, pod przytozonym napigciem V. Warto podkreslic,
7ze opisany schemat zaklada transport koherentny (sprezysty), tzn. pomija
rozpraszanie elektron—fonon.

W idealnie odizolowanej molekule poziomy energetyczne sg stanami
o nieskonczonym czasie zycia, co w przestrzeni energii odpowiada dyskretnym
warto$ciom opisywanym funkcjg delty Diraca §(E — g,). W rzeczywistym zlgczu
molekularnym, w wyniku oddzialywania z elektrodami, orbitale te ulegaja
hybrydyzacji ze stanami metalu. Sprzezenie molekuly z elektrodami sprawia, ze
elektron przebywajacy na danym poziomie molekularnym ma skonczony czas zycia
T (tzw. czas ucieczki elektronu, electron escape time) przed tunelowaniem do metalu.
Zgodnie z zasada niecoznaczono$ci Heisenberga dla energii i czasu (AE At ~ h),
ograniczenie czasu zycia stanu prowadzi do niepewnosci jego energii, co objawia si¢
jako poszerzenie poziomu energetycznego. W fizyce zlaczy molekularnych
przyjmuje sie, ze rozktad gestosci standw (DOS — Density of States) pojedynczego
poziomu podlegajacego takiemu procesowi ma ksztalt rozktadu Lorentza (czgsto
nazywanego w tym kontekscie formulg Breita—Wignera):
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D(E) = L r/2

T (E—Ey) 4 (T/2)F (1

gdzie E; to energia maksimum (zrenormalizowany poziom molekularny), natomiast
I" to szerokos$¢ potowkowa (FWHM — Full Width at Half Maximum), bezpo$rednio
zwigzana z urojong czescig macierzy energii wlasnej elektrod: I' = —2 Im(Z). Czas
zycia elektronu na poziomie wynosi T = i/T. Silne sprz¢zenie z elektrodami (duze
[') prowadzi do szerokich, ptaskich rezonanséw w spektrum transmisji T(E),
natomiast stabe sprzezenie (mate I') skutkuje ostrymi maksimami lorentzowskimi.

1.3. TRANSPORT ELEKTRONOWY: FORMALIZM
LANDAUERA-BUTTIKERA
W rezimie transportu koherentnego prad plynacy przez ztgcze molekularne
wyraza si¢ catkg z iloczynu wspotczynnika transmisji T(E, V) i roznicy obsadzen
elektrod [2,6,7]:

1) =22 [ TE V) [fL(E) - fa(E)] dE. (17)

Wspotczynnik  transmisji T(E) okresla prawdopodobienstwo przejscia
elektronu o energii E przez barier¢ potencjalu w ztgczu molekularnym i jest
wyznaczany z relacji Fishera-Lee [7,11,16]:

T(E) = Tr[[L GR IR G4], (18)

gdzie GA jest przedwczesng funkcja Greena, zwigzang z funkcja opdzniong
zaleznoécia G2 = (GR)T. Powyzsze wyrazenie stanowi uogdlnienie oryginalnej
formuty Landauera dla pojedynczego kanalu przewodzenia na przypadek
wielokanatowego transportu.

W granicy niskich napi¢¢ roznica funkcji Fermiego redukuje si¢ do delty Diraca,
a wzor Landauera przyjmuje prosta posta¢ przewodnictwa liniowego:

_a
—dVlyog

_ 2e?

G =GoT(Ep),  Go="—~775psS, (19)

gdzie G, jest kwantowg jednostka przewodnictwa [6]. Poniewaz T(Eg) € [0,1],
przewodnictwo pojedynczego kanalu molekularnego jest zawsze ograniczone od
gory przez G, — fakt ten stanowi podstawowe odniesienie przy interpretacji
eksperymentalnych pomiaréw przewodnictwa ztgczy monomolekularnych [5,8,17].

Ksztatt T(E) w otoczeniu Ep jest zdominowany przez orbitale molekularne
najblizsze poziomowi Fermiego, ktore objawiaja si¢ jako lorentzowskie rezonanse
o szerokosci polowkowej wyznaczonej przez I}, + I [11,18]. Jesli Ex lezy wewnatrz
przerwy HOMO-LUMO, transport odbywa si¢ w rezimie tunelowania
pozarezonansowego, a T(Er) maleje wykladniczo wraz ze wzrostem dlugosci
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sprzezonego mostka m-elektronowego. Poniewaz standardowe funkcjonalty GGA
systematycznie zanizajg przerwe HOMO-LUMO, wartosci T(Eg), a tym samym
bezwzgledne przewodnictwo wyznaczone metoda DFT+NEGF, nalezy traktowaé
z ostrozno$cig i w miar¢ mozliwo$ci konfrontowac z danymi eksperymentalnymi lub
poprawkami wyzszego rzedu.

Poza rezimem liniowym funkcja T(E, V) ulega deformacji wraz ze wzrostem
napigcia na skutek przesunigcia poziomdéw molekularnych wzgledem okna transportu
[pr, p1.] oraz redystrybucji tadunku wewnatrz molekuly. Niesymetryczna struktura
elektronowa prowadzi do asymetrii charakterystyki pradowo-napieciowej, I(V) #
I1(—V), definiujgcej zachowanie prostownicze ztgcza (diody molekularnej) [1,3],
opisywane ilo§ciowo wspodtczynnikiem prostowania:
1)
1Nl

R(V) = | (20)

Dodatkowo, jezeli wzrost napigcia powoduje przesunigcie waskiego rezonansu
molekularnego poza okno transportu, obserwuje si¢ obszary, w ktérych dI/dV < 0
— zjawisko ujemnej przewodnoS$ci rézniczkowej (NDC — Negative Differential
Conductance), szeroko badane eksperymentalnie i1 teoretycznie w zlaczach
monomolekularnych [18,19]. Eksperymentalna spektroskopia dI/dV stanowi
bezposredniag metode¢ odwzorowania potozenia rezonansow T(E), a wigc i poziomow
molekularnych, wzgledem poziomu Fermiego elektrod [11,18].

Na zakonczenie warto zwrdoci¢ uwage na ograniczenia uproszczonych modeli
transmisji. W przyblizeniu szerokopasmowym (WBL — Wide Band Limit) pomija si¢
zalezno$¢ macierzy energii wiasnej elektrod od energii. W modelu pojedynczego
poziomu prowadzi to do lorentzowskiego ksztattu gestosci standw opisanego wzorem
(16). Przyblizenie to moze jednak okaza¢ si¢ niewystarczajgce, gdy na transport
istotnie wptywa struktura stanow elektronowych elektrod Au w rozpatrywanym
zakresie energii. W takich przypadkach uzasadnione jest stosowanie schematu
DFT+NEGF z uwzglednieniem zalezno$ci macierzy energii wlasnej od energii,
wynikajacej ze struktury elektronowe;j elektrod.

2. METODOLOGIA OBLICZEN I ICH WERYFIKACJA

Optymalizacje geometrii oraz obliczenia struktury elektronowej przeprowadzono
metodag DFT zaimplementowang w programie FIREBALL [6], wykorzystujac baze
funkcji falowych oraz pseudopotencjatéw dedykowana ukladom organicznym
zawierajacym wodor, wegiel, azot, tlen, siarke oraz zloto. W programie FIREBALL
elektrony sg opisywane w bazie pseudoorbitali atomowych charakteryzujgcych si¢ tym,
ze ich funkcja falowa osiaga zero dla odleglosci wigkszych od tzw. promienia odci¢cia.

Wiasciwosei transportowe ztgczy molekularnych badano z zastosowaniem
metody nierownowagowych funkcji Greena (NEGF) w implementacji SMEAGOL
[7,16] bedacej czescig programu FIREBALL. Zastosowana w pracy metodologia
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DFT+NEGF pozwala na samouzgodnione wyznaczenie funkcji transmisji
elektronéw przez ztacze T(E), a z niej — na podstawie rownania Landauera—
Biittikera — nat¢zenia pradu w funkcji przytozonego napigcia. Badania zrealizowane
przy uzyciu takiego podejscia mozna znalez¢ w literaturze [20-22].

Przed przystapieniem do obliczen dla molekut AH i AN zweryfikowano wyniki
dla uktadow testowych w celu okreslenia doktadnosci i spojnosci bazy orbitali
zastosowanej w obliczeniach. W pierwszym kroku wykonano optymalizacje
strukturalng wybranych molekut organicznych (C;Hz, CoNa, C;HsN i CHoNH).
Poréwnanie obliczonych dlugosci wigzan C—C, C—H, C=N, C=C i C=N wykazuje
dobra zgodno$¢ warto$ci obliczonych z danymi eksperymentalnymi [23] —
maksymalne odchylenie nie przekracza 0,06 A, a dla wigkszo$ci wigzan jest istotnie
mniejsze. Swiadczy to o poprawnym opisie geometrii molekut przez uzyta baze
pseudopotencjatow i orbitali atomowych.

Nastepnie przeprowadzono optymalizacje strukturalng zlota i obliczenia
struktury elektronowej dla zoptymalizowanej geometrii, a otrzymane wyniki
poréwnano z danymi literaturowymi. Obliczenia przeprowadzono dla zlota w fazie
objetosciowej (bulk). Wyznaczono rownowagows stalg sieci (ag), energi¢ na atom
Epuk oraz modut $cisliwosci objetosciowej (Bo— bulk modulus) poprzez dopasowanie
otrzymanej zaleznos$ci energia—obj¢tos¢ do rownania stanu Murnaghana [24,25].
Warto$¢ By mozna réwniez uzyskaé bezposrednio z zalezno$ci energii catkowitej E
w funkcji zmiany objetosci V jako druga pochodng energii wzgledem objetosci
w punkcie réwnowagi [25,26]. Nalezy zaznaczy¢, ze réwnanie Murnaghana
zapewnia dobra zgodnoé¢ z danymi eksperymentalnymi oraz wynikami obliczen ab
initio w zakresie umiarkowanych cisnien (typowo V/Vo > 0,9), jednak przy
ekstremalnych ci$nieniach jego doktadno$¢ maleje ze wzgledu na zalozenie stalej
warto$ci B’y (pierwszej pochodnej B, wzgledem ci$nienia) [27,28]. Dla ztota w fazie
objeto$ciowej otrzymano roéwnowagowa stala sieci ap = 4,14 A (warto$é
eksperymentalna a, = 4,07 A [29]) oraz modut $cisliwoéci objetosciowej By =
165,22 GPa (wartos¢ eksperymentalna B, = 166,00 GPa [30]).

W celu sprawdzenia, czy uzyta baza poprawnie odtwarza wlasciwosci
powierzchniowe, obliczono energi¢ powierzchniowa ztota dla ptaszczyzny (111).
W metodzie ptytki (slab) energic powierzchniowa uzyskuje si¢ z granicy:

.1
o = lim 5 (Edy, = NEpu)/S, 1)

gdzie EN, to calkowita energia ptytki N-warstwowej, Ep to energia na atom
w fazie objetosciowej, zas S jest powierzchnig komorki powierzchniowej 1 X 1. Dla
plytek o roznej liczbie warstw (N =7, 10 i 13) obliczono catkowite energie,
a nastgpnie na podstawie rownania (21) wyznaczono energi¢ powierzchniowa.
Otrzymane warto$ci energii powierzchniowe] zblizaja si¢ do wyniku
eksperymentalnego o, = 1,54 J/m? [31], co $wiadczy o poprawnos$ci uzytej bazy.
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Roéznica pomigdzy wynikiem dla N = 13 a warto$cig eksperymentalng jest mniejsza
niz 0,01 J/m?2.

Struktur¢ pasmowa (Rysunek 2) wyznaczono wzdhuz standardowej $ciezki
w pierwszej strefie Brillouina dla sieci fcc (sie¢ kubiczna $ciennie centrowana — face-
centered cubic), przebiegajacej przez punkty wysokiej symetrii': [-X-W-K-I-L—
U-W-L-K]|U-X. Symbol K|U oznacza, ze segment $ciezki konczy si¢ w punkcie K,
po czym nastepuje przerwa i kontynuacja od punktu U. Otrzymano bardzo dobra
zgodno$¢ ze strukturg pasmowa opublikowang w [32].

F T

N~
R
_

E-Ef[eV]

r X w K r L u w L KIU X
Rysunek 2. Struktura pasmowa ztota wzdtuz $ciezki: '-X—W-K-TI'-L-U-W-L-K|U-X.
Figure 2.  Band structure of gold along the path: '-X-W-K-I'-L-U-W-L-K|U-X.

Podsumowujac, przeprowadzona weryfikacja bazy dla uktadéw testowych —
zarowno molekularnych (dlugosci wigzan), jak i metalicznych (struktura
objetosciowa i1 powierzchniowa zlota) — wykazata jej poprawno$¢ w opisie
geometrii oraz struktury elektronowej. Aby dodatkowo wykazaé, ze to struktura
wewnetrzna molekulty — w szczegdlnosci naktadanie si¢ orbitali 7, a nie same stany
elektrodowe — kontroluje transport elektronowy w badanych zlaczach
molekularnych, przeprowadzono testowe obliczenia dla uktadu bifenylu (dwoch
pier§cieni benzenowych potaczonych wigzaniem C—C), w ktérym zmiana kata
dwusciennego miedzy pierscieniami prowadzi do silnej modulacji przewodnictwa,

! Punkty wysokiej symetrii w sieci fcc przyjmujg wspoétrzedne (w jednostkach 2m/a): =(0,0,0), X=(%,0,%),
W=(%,%,%), K=(%,%,%), L=(%,%,%) oraz U=(%,%,%).
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co pozwala oddzieli¢ efekty wynikajace z samego kontaktu metalicznego od efektow
zwigzanych ze struktura badanych molekut.
Glowne parametry i wielko$ci wyznaczane i analizowane w obliczeniach:
* optymalna geometria molekut w fazie gazowej i w ztaczu,
* obsadzenie poszczegbdlnych orbitali molekularnych, ich funkcje falowe
i przestrzenna gesto$¢ elektronowa,
o gestosc stanow (DOS), przestrzenny rozktad stanéw elektronowych oraz
spektra transmisji T (E),
» charakterystyki prgdowo-napieciowe (I-V) dla ztaczy molekularnych.

3. WYNIKI BADAN TEORETYCZNYCH

W tym rozdziale przedstawione zostang najwazniejsze wyniki badan dla dwoch
rozwazanych ztgczy molekularnych: Au—AH-Au i Au—AN-Au.

3.1. ZLACZE Au-AH-Au

Badania rozpoczgto od molekuly AH zawierajacej szkielet 9,10-dihydro-
antracenu, w ktorej srodkowy pierscien aromatyczny ulegt nasyceniu przez dodanie
dwéch atomow wodoru w pozycjach 9 1 10. W wyniku tej modyfikacji atomy wegla
w centralnym pier$cieniu zmieniajg hybrydyzacje z sp? na sp?, co przerywa cigglo$¢
naktadania si¢ orbitali prostopadtych do plaszczyzny molekuty (p,) tworzacych
sprzezone orbitale 7.

Rysunek 3. Schemat geometrii badanego ztacza z pochodng 9,10-dihydroantracenu (AH). Uktad zawiera 166
atomow, w tym 116 atoméw ztota (kolor miodowy) tworzacych elektrody. Kolory atomow: wodor
— bialy, siarka — zotty, wegiel — czarny.

Figure 3.  Geometry of the investigated junction featuring a derivative of 9,10-dihydroanthracene (AH)
molecule. The system comprises 166 atoms, including 116 gold atoms (honey-colored) forming the
electrodes. Atom colors: hydrogen — white, sulfur — yellow, carbon — black.

Rozpatrywany uktad stanowi zlacze molekularne Au—AH—Au (Rysunek 3)
zmolekutg AH potaczong poprzez linkery siarkowe ze ztotymi elektrodami Au(111).
Elektrody zamodelowano jako dziesi¢cioatomowe klastry ztota w formie piramid,
polaczone z periodycznym podlozem. Struktura AH charakteryzuje si¢ przerwaniem
sprz¢zenia m w centralnym pierScieniu, co prowadzi do zlokalizowania stanow
elektronowych na dwdch niezaleznych ramionach molekuty. Taka geometria stwarza
warunki do opisu typu dwucentrowego (two-site model), w ktérym dwa stabo
sprzezone centra T zachowuja si¢ jak niezalezne poziomy transportu.
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Dowodem na przerwanie sprzezenia orbitali m jest analiza stanow wilasnych
w fazie gazowej. W pelni sprzgzonym antracenie orbitale HOMO—1 i HOMO sa
silnie zdelokalizowane na catej dlugosci molekuly i rozdzielone energetycznie o AE
=507 meV (odpowiednio —3,348 eV i —2,841 eV). Natomiast w AH rdznica energii
migdzy HOMO-1 (—3,120 eV) a HOMO (3,098 eV) wynosi zaledwie 22 meV. Tak
niewielkie rozszczepienie energetyczne poziomow HOMO-1 i HOMO jest
bezposrednim skutkiem stabego sprzgzenia migdzy dwoma identycznymi centrami nt
znajdujgcymi si¢ na ramionach molekuly i oddzielonymi nasyconym mostkiem sp3
w pozycjach 91 10.

Po potaczeniu molekuly z elektrodami (Rysunek 4) poziom Fermiego wynosi Er
=—-2,31 eV, co oznacza globalne obnizenie stanéw molekularnych o okoto 0,95 eV
wzgledem $rodka przerwy w fazie gazowej (—1,36 eV). Zjawisko to jest
konsekwencja oddzialywania molekuly ze stanami metalu oraz efektu tadunku
obrazowego (image charge effect), w ktérym wysoko polaryzowalne metalowe
elektrody ekranuja tadunek molekuty [33].

120 :

‘ AH-Au

100 HOMO | AH
HOMO-1 1 LUMO

80 Ir i LUMO+1

60 |1
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40 |+
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Rysunek 4.  Ggstos¢ stanow (DOS) ztacza Au—AH-Au przedstawiajaca udzial molekuty w ztaczu — DOS
calego ukfadu (czerwony), DOS molekuty w zfaczu (niebieski). Pionowa czerwona linia
przerywana oznacza poziom Fermiego EF.

Figure 4. Density of states (DOS) of the Au—AH-Au junction showing the molecular contribution — total
DOS (red), molecular DOS in the junction (blue). The vertical dashed red line marks the Fermi
level Ef.

Analiza DOS zlagcza Au—AH—Au (Rysunki 4 i 5) ujawnia kluczowag ceche
struktury elektronowej AH: niemal catkowita degeneracje pozioméw HOMO-1
1 HOMO. W zlaczu réznica energii migdzy tymi poziomami wynosi okoto 46 meV,
przy czym ich energie wynosza odpowiednio —0,84 eV i —0,79 eV wzgledem
poziomu Fermiego. Wsréd pozioméw nieobsadzonych energie LUMO i LUMO+1
wynoszg odpowiednio +2,59 eV i +2,69 eV wzgledem poziomu Fermiego. Tak mate
rozszczepienie pozioméw HOMO—-1/HOMO pozwala na przeprowadzenie
transformacji tych orbitali, prowadzacej do dwodch zlokalizowanych orbitali
molekularnych (LMO — Localized Molecular Orbitals), z ktorych jeden znajduje si¢
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na lewym, a drugi na prawym ramieniu molekutly. Jest to standardowe podejscie
w opisie teoretycznym uktadow dwucentrowych [33] i stanowi ono podstawe do
interpretacji transportu w kategoriach dwoch niezaleznych kanalow. Znacznie
mniejsze przesuniecie EFnomo — EF (0,79 eV) w pordwnaniu z przesunieciem Erumo
— Er (2,59 eV) jednoznacznie wskazuje, ze 9,10-dihydroantracen w ztaczu Au—AH—
Au wykazuje transport typu dziurowego (typu p).

Geometria HOMO-1 HOMO LUMO LUMO+1
Pttt % %mm M “g‘m

<

Rysunek 5. Wizualizacja orbitali molekuty AH: HOMO—-1, HOMO, LUMO i LUMO+1 oraz scatkowane
gestosci stanow ztacza Au—AH-Au w obszarze maksimow odpowiadajacych tym orbitalom.
Izopowierzchnie funkcji falowych wykreslono dla wartoéci +0,03 A™3/2, natomiast
izopowierzchnie dla scatkowanych gestosci stanéw elektronowych wykreslono dla wartosci
0,0005 e-A2.

Figure 5. Visualization of molecular orbitals of AH: HOMO—1, HOMO, LUMO and LUMO+1, along with
integrated densities of states of the Au—AH-Au junction in the regions corresponding to these
orbitals. The isosurfaces of the wavefunctions are plotted at values of +0.03 A3/, while the
isosurfaces for the integrated electron densities are plotted for a value of 0.0005 e-A3.

W spektrum transmisji 7(E) w stanie rownowagi (¥ = 0) stany HOMO—-1/HOMO
manifestujg si¢ jedynie jako bardzo slabe tto o wartosciach T od 107° do 1073, co
oznacza ich silng lokalizacj¢ 1 stabe bezposrednie sprzgzenie z pasmem
przewodnictwa zlota (Rysunek 6). Gléwne kanaly transportu majg charakter
zhybrydyzowanych stanow molekularno-metalicznych, przy czym najwyzsze
warto$ci wspotczynnika transmisji obserwuje si¢ w regionach ok. —3,3 eV, +1,3 eV
oraz +2,7 eV wzgledem EF.

W strukturze elektronowej ztacza AH przy energii +0,40 eV wzgledem Er
obserwuje si¢ dodatkowy stan pochodzacy od elektrody ztota. W spektrum transmisji
jest on widoczny jedynie w skali logarytmicznej, osiagajgc warto$ci rzedu 1073, Pod
wplywem przylozonego napiccia w zakresie +0,2 V przebieg funkcji transmisji
w okolicy Er ulega ewolucji — maksimum przy Er rozszczepia sig, co jest kluczowe
dla zrozumienia efektu NDC obserwowanego w charakterystykach pradowo-
napigciowych.
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Rysunek 6.  Spektra transmisji 7(E) ztacza Au—AH—Au dla napi¢é: —0,2 V, —0,1 V, 0,0 V, +0,1 Vi +0,2 V.
Energie podano wzgledem poziomu Fermiego Er, oznaczonego pionowa czerwona linig
przerywana.

Figure 6. Transmission spectra 7(E) of the Au-AH—Au junction for bias voltages: 0.2 V, =0.1 V, 0.0 V,
+0.1 V, and +0.2 V. Energies are given relative to the Fermi level Er (vertical red dashed line).

Charakterystyka pradowo-napigeciowa dla Au—AH-Au (Rysunek 7) wykazuje
wyrazny efekt ujemnej przewodnosci rézniczkowej (NDC) juz przy bardzo matych
napigciach. Maksimum pradu przypada na V = 40,08 V, gdzie osiaga on warto§¢
2,28 X 10712 A, po czym nastepuje spadek do minimum w okolicach V = +0,38 V
na poziomie 1,00 X 1071% A. Daje to wspotczynnik peak-to-valley ratio (PVR) na
poziomie ~2,3. Wyniki te sg zgodne z literaturg [33], gdzie maksimum pradu
poprzedzajace obszar NDC wystepuje przy napigciu okoto 0,06 V, podczas gdy
w prezentowanych obliczeniach maksimum wystepuje przy 0,08 V.

Na Rysunku 7 przedstawiono charakterystyke pradowo-napigciowa i mape
transmisji w zakresie niskich napieé, zwigzanym z pierwszym obszarem NDC.
Analiza wynikoéw obliczen dla szerszego zakresu napigcia pozwala wyrdzni¢ trzy
obszary:

* Przy niskich napigciach, w poblizu V = 0,08 V, ostry rezonans transmisyjny
zlokalizowany przy poziomie Fermiego Er ulega rozszczepieniu, a powstate
maksima przesuwaja si¢ pod wplywem nierownowagowego pola
elektrostatycznego. Prowadzi to do zmniejszenia catki z transmisji w oknie
transportowym i pojawienia si¢ pierwszego obszaru NDC.

* Przy napigciach posrednich, w zakresie 1,0-2,0 V, poszerzajace si¢ okno
transportowe stopniowo obejmuje stany molekularne HOMO i HOMO-1,
potozone okoto 0,8—1,0 eV ponizej poziomu Fermiego. Zwigkszenie ich udziatu
w transporcie prowadzi do monotonicznego wzrostu pradu.

* Przy wysokich napigciach, po osiagnieciu maksimum wartos$ci bezwzglednej
pradu w poblizu |V| = 2,25 V, dalszy wzrost warto$ci bezwzglednej napiecia
przesuwa te stany poza okno transportowe, prowadzac do drugiego obszaru
NDC.
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Rysunek 7. Lewy panel: Charakterystyka /~V dla uktadu Au—AH-Au w rezimie niskich napig¢. Widoczny
efekt NDC z maksimum przy '~ 0,08 V i minimum przy V'~ 0,38 V (PVR = 2,3). Prawy panel:
Mapa transmisji przedstawiajaca zmiang wspotczynnika transmisji 7(E,V) w zaleznosci od
przylozonego napigcia oraz energii. Przedstawiono zakres niskich napie¢, w ktorym wystepuje
efekt NDC.

Figure 7. Left panel: I-V characteristic for the Au—AH—Au junction in the low-bias regime. The NDC effect
is visible with a maximum at /'~ 0.08 V and a minimum at "~ 0.38 V (PVR = 2.3). Right panel:
Transmission map showing the evolution of the transmission coefficient 7(E,V) as a function of
applied bias and energy. The range covers low bias voltages where the NDC effect occurs.

Nalezy jednak zauwazy¢, ze pomimo symetrii samej molekuty charakterystyka
I-V wykazuje mierzalng asymetri¢ (Rysunek 7). Przyktadowo przy +0,45 V
wspotczynnik prostowania wynosi R = 0,93, co oznacza, ze przewodzenie przy
polaryzacji ujemnej jest nieznacznie efektywniejsze. Niewielka asymetria pragdowa
dla symetrycznej molekuty AH wynika z drobnych, nieuniknionych mikroasymetrii
w zrelaksowanej geometrii kontaktéw Au-S po lewej i prawej stronie (roznice w
dlugos$ciach wigzan Au-S i S—C oraz w lokalnym utozeniu atomow ztota tworzacych
piramidy), ktéore po samouzgodnieniu gestosci elektronowej prowadzg do
nieznacznie roéznej redystrybucji tadunku i odmiennego spadku potencjalu na
kontaktach Au-S przy dodatniej i ujemnej polaryzacji [34,35]. Prowadzi to do
dodatkowego zwezenia i przesuni¢cia maksimow w oknie transmisji, co skutecznie
thumi przeplyw pradu pomimo otwierania si¢ okna energetycznego [36,37].

Zgodnie z formalizmem Landauera—Biittikera natezenie pradu ptynacego przez
ztacze opisuje wzor (17), gdzie fi.(E) i fr(E) to rozktady Fermiego—Diraca lewej
i prawej elektrody, a T(E) to funkcja transmisji. Przy zatoZeniu idealnej transmisji
rezonansowe]j (T = 1) oraz w granicy niskich temperatur wzor upraszcza si¢ do
postaci:

2e?

ImaXZGO'VZTV' (22)

Dla potozenia szczytu NDC, V = +0,08 V, maksymalny prad rezonansowy
wynositby zatem okoto 6,20 X 107® A, podczas gdy rzeczywista warto$¢
w maksimum to zaledwie 2,28 x 10719 A, Oznacza to, ze nawet w punkcie
maksymalnej przewodnosci rézniczkowej prad w badanym uktadzie jest o ponad
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cztery rzgdy wielkosci mniejszy od limitu kwantowego, co jednoznacznie §wiadczy
o tym, ze uklad pracuje w rezimie tunelowania pozarezonansowego (off-resonant
tunneling). Porownanie z limitem Landauera w punkcie szczytu NDC — a nie
w dowolnym punkcie rezimu liniowego — dodatkowo wzmacnia ten wniosek: nawet
maksimum przewodnictwa rézniczkowego nie zbliza si¢ do gornego ograniczenia
kwantowego.

Dodatkowe obliczenia testowe, w ktorych zmieniano separacj¢ elektrod oraz
przeprowadzano symulacje dynamiki molekularnej w temperaturze pokojowe;j,
potwierdzity, ze maksimum to jest stabilne i nie zalezy od fluktuacji geometrycznych
zlacza. Podsumowujac, ztacze Au—AH-Au wykazuje wielostopniowy efekt NDC
oraz transport typu p, zwigzany ze strukturg dwoch stabo sprzezonych,
zlokalizowanych centrow 7; obserwowane NDC ma przy tym pochodzenie
elektrodowe, a nie molekularne, co odréznia ten mechanizm od propozycji opisanych
wczesniej w literaturze [33].

3.2. ZLACZE Au-AN-Au

Kolejnym badanym uktadem jest asymetryczna pochodna 9,10-dihydroantracenu
(AN), w ktoérej atomy azotu wprowadzono na jednym z zewngtrznych ramion
molekuly (Rysunek 8). Celem wprowadzonej modyfikacji bylo zaburzenie symetrii
elektronowej w ztaczu Au—AN-Au i uzyskanie charakterystyki diody na poziomie

pojedynczej molekuty.
«“ﬂ'/
< L

Rysunek 8.  Schemat geometrii badanego zlacza z asymetryczng pochodng 9,10-dihydroantracenu (AN).
Uktad zawiera 169 atoméw, w tym 116 atomow ztota (kolor miodowy) tworzacych elektrody.
Kolory atoméw: wodor — biaty, siarka — z6tty, wegiel — czarny, azot — niebieski.

Figure 8. Geometry of the investigated junction featuring an asymmetric derivative of 9,10-dihydroanthracene
(AN). The system comprises 169 atoms, including 116 gold atoms (honey-colored) forming the
electrodes. Atom colors: hydrogen — white, sulfur — yellow, carbon — black, nitrogen — blue.

Ze wzgledu na wprowadzone podstawniki molekuta wykraczala poza granice
komorki periodycznej wyznaczonej przez wczesniej dobrane wektory translacji.
Uktad poddano zatem rotacji, wyznaczajac stabilng konfiguracj¢ na podstawie
obliczen energii catkowitej w funkcji kata obrotu (kat ~25° wzgledem geometrii
poczatkowej), a nastgpnie zoptymalizowano separacj¢ elektrod.

Niezaleznym dowodem na przerwanie sprzezenia orbitali n oraz na
wprowadzong asymetri¢ w AN jest analiza stanow wilasnych w fazie gazowej. W
symetrycznej molekule AH roznica energii migdzy poziomami HOMO i HOMO-1
wynosi zaledwie 22 meV, co $§wiadczy o slabym sprzgzeniu dwoch identycznych
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ramion molekuty. W wyniku obecnosci elektroujemnych grup azotowych na jednym
koncu orbitale te ulegaja znacznemu rozszczepieniu energetycznemu juz w stanie
podstawowym: energia orbitalu HOMO—-1 wynosi —3,680 eV, natomiast energia
orbitalu HOMO wynosi —3,298 eV, co daje roznicg AE = 382 meV. Taka wartos$¢
jest charakterystyczna dla uktadu, w ktorym dwa centra m nie sa juz rbwnowazne —
jedno z nich jest bogatsze w elektrony (nizsza energia orbitalu), a drugie ubozsze.
W efekcie ztagcze Au—AN—Au zachowuje si¢ jak dioda molekularna z wbudowanym
rozstrojeniem energetycznym.

Bezposrednig przyczyna rozstrojenia obu centrow 7 jest chemiczna natura
wprowadzonego podstawnika. Azot, jako pierwiastek o elektroujemnosci wigkszej
niz wegiel, dziata na pierscien aromatyczny jak grupa wycofujaca elektrony: obniza
energi¢ orbitali m zlokalizowanych na podstawionym ramieniu, nie zmieniajac
istotnie energii orbitali ramienia niezmodyfikowanego. Konsekwencja jest niemal
catkowita lokalizacja orbitalu HOMO—-1 (—3,680 eV) na ramieniu zawierajacym
atomy azotu, podczas gdy HOMO (—3,298 eV) pozostaje zlokalizowany na ramieniu
niepodstawionym. Molekuta AN zawiera zatem na poziomie pojedynczej czasteczki
trwate, wbudowane rozstrojenie energetyczne — warunek konieczny dziatania diody
molekularne;j.
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Rysunek 9.  Ggstos¢ stanow (DOS) ztacza Au—AN—Au przedstawiajaca udzial molekuty w ztaczu — DOS
catego ukfadu (czerwony), DOS molekuly w zlaczu (niebieski). Pionowa czerwona linia
przerywana oznacza poziom Fermiego Er.

Figure 9. Density of states (DOS) of the Au—AN—Au junction showing the molecular contribution — total
DOS (red), molecular DOS in the junction (blue). The vertical dashed red line marks the Fermi
level Ef.

Poziom Fermiego w ztaczu Au—AN-Au wynosi Er = —2,58 eV. Porownujac
gestos¢ stanow molekuly AN w fazie gazowej z jej wkladem do gestosci standw
zlacza, zidentyfikowano maksima odpowiadajgce orbitalom molekularnym.
Maksima odpowiadajace orbitalom HOMO-1, HOMO, LUMO i LUMO+1
wystepuja przy energiach odpowiednio: —0,52 eV, —0,37 eV, +1,58 eV i +2,08 eV
wzgledem poziomu Fermiego (Rysunek 9).
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Wizualizacje orbitali HOMO—-1, HOMO, LUMO i LUMO+1 molekuty AN w
fazie gazowej oraz scatkowane gestosci standw ztacza w obszarze odpowiadajacych
im maksimow przedstawiono na Rysunku 10. Mniegjsze przesuni¢cie Enomo — EF
(0,37 eV) w poréwnaniu z przesunieciem Eruvmo — Er (1,58 eV) wskazuje, ze
transport w zlagczu Au—AN-Au ma charakter dziurowy (typu p), podobnie jak
w przypadku AH.

Struktura HOMO-1 HOMO LUMO LUMO+1
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Rysunek 10. Wizualizacja orbitali molekuty AN: HOMO—-1, HOMO, LUMO i LUMO+1 oraz scatkowane
gestosci stanow ztacza Au—AN-Au w obszarze maksimow odpowiadajacych tym orbitalom.
Izopowierzchnie funkcji falowych wykreslono dla wartoéci +0,03 A3/, natomiast
izopowierzchnie dla scatkowanych gestosci stanéw elektronowych wykreslono dla wartosci
0,0001 e-A* z wyjatkiem LUMO+1, dla ktérego przyjeto 0,001 e-A3.

Figure 10.  Visualization of molecular orbitals of AN: HOMO-1, HOMO, LUMO and LUMO+1, along with
integrated densities of states of the Au—AN—Au junction in the regions corresponding to these
orbitals. The isosurfaces of the wavefunctions are plotted at values of +0.03 A3/, while the
isosurfaces for the integrated electron densities are plotted for a value of 0.0001 e-A3, except for
LUMO+1, for which a value of 0.001 e-A~ was used.

W spektrum transmisji w stanie rownowagi (V' = 0) maksimum o wartosci T =
0,64 wystepuje przy energii +1,58 eV wzgledem poziomu Fermiego. To maksimum
jest przypisane poziomowi LUMO. W regionie bliskim poziomowi Fermiego
wspotczynnik transmisji pozostaje na poziomie zaledwie 1,76 x 1076, co oznacza, ze
w stanie rownowagi ztacze ma wysoki opor (stan OFF).

Pod wptywem przytozonego napigcia +2 V okno transportu obejmuje region, w
ktérym obserwuje si¢ gwattowny wzrost wspotczynnika transmisji do wartosci 7,30
x 1072 przy +0,26 eV (Rysunek 11). Oznacza to wzrost przewodnictwa o cztery rzedy
wielkosci wzgledem stanu rownowagi, co §wiadczy o otwarciu kanahu transportu
(przetaczenie w stan ON). Przy polaryzacji ujemnej —2 V wartos¢ wspotczynnika
transmisji w tym samym regionie pozostaje na poziomie tta (1,84 x 107°), co
potwierdza blokade przeptywu pradu.
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Rysunek 11. Pordéwnanie spektrow transmisji 7(E) ztacza Au—AN—Au dla napieé: (a) —2,0 V, (b) —1,0 V,
(©) =02 V,-0,1V,0,0 V,+0,1 Vi+0,2V, (d)+1,0 V, () +2,0 V.
Figure 11.  Comparison of transmission spectra T(E) of the Au—AN-Au junction for bias voltages:
(a)—2.0V,(b)-1.0V,(c)—0.2V,—0.1 V,0.0 V,+0.1 V, and +0.2 V, (d) +1.0 V, (e) +2.0 V.
Charakterystyka /- (Rysunek 12) wykazuje wyrazne zachowanie diodowe. Przy
polaryzacji dodatniej +2,5 V prad osigga wartos¢ 0,25 x 107° A, podczas gdy przy tej
samej wartosci napigcia w kierunku przeciwnym (—2,5 V) prad jest blokowany na
poziomie —0,36 x 10°® A. Wspodlczynnik prostowania, zdefiniowany jako modut
ilorazu nat¢zenia pradu przy napieciu dodatnim i natezenia pradu przy napigciu
ujemnym o tej samej wartosci bezwzglednej, wynosi 70.
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Rysunek 12. Charakterystyka I~V ztacza Au-AN-Au dla ukfadu obroconego o 25°. Wstawka: obraz
periodyczny uktadu; romb wyznacza superkomorke zastosowang w obliczeniach, w ktorej srodku
znajduje si¢ badana molekuta AN.

Figure 12. -V characteristic of the Au-AN—Au junction for the system rotated by 25°. Inset: periodic
representation of the system; the rhombus outlines the simulation supercell, with the AN molecule
at its center.

Uzyskana warto$¢ jest znaczaca i stanowi okolo 17,5% warto$ci uzyskiwanej dla
silnie asymetrycznych pochodnych cyjanowych opisanych w literaturze (R =~ 400)
[33]. Uzyskane wyniki wskazuja, ze optymalizacja separacji elektrod i orientacji
molekuty, bez zasadniczych modyfikacji chemicznych, pozwala uzyska¢ wyrazne
wlasciwosci prostownicze ztacza Au—AN—Au. Otrzymana charakterystyka diody jest
tu wlasciwoscig catego ztacza molekularnego Au—AN—Au i wynika z wbudowane;j
asymetrii elektronowej molekuty AN, charakteru wigzan kontaktowych Au-S oraz
samouzgodnionego rozktadu potencjatu przy przylozonym napig¢ciu. Wspdtczynnik
prostowania osiaga R = 70 przy napigciu 2,5 V, a Zréddtem asymetrii transportu jest
trwale rozstrojenie energetyczne dwoch centrow m molekuty.

3.3. WYNIKI SYMULACJI MD

W celu weryfikacji stabilnosci geometrycznej ztacza Au—AN—-Au w niezerowe;j
temperaturze oraz potwierdzenia, ze obserwowane wlasciwosci transportowe —
w szczegOlnoSci prostowanie pradu — nie sg artefaktem pojedynczej,
zoptymalizowanej konfiguracji, przeprowadzono symulacj¢ dynamiki molekularnej
(MD — Molecular Dynamics) w temperaturze pokojowej (7'~ 300 K), dla optymalne;j
separacji elektrod. Uzyskana trajektori¢ ukladu zlozonego ze 169 atomoéw,
obejmujacag 10000 klatek, poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem
autorskiego skryptu w jezyku Python.

Skrypt przetwarza trajektori¢ zapisana w formacie XYZ, dzielagc plik na
pojedyncze klatki trajektorii. Dla kazdego atomu siarki identyfikowane sg nastepnie
najblizsze atomy zlota i wegla tworzace z nim wigzania. Takie podejscie pozwala
wyznaczy¢ indeksy atomow na obu koncach molekuty i zweryfikowaé poprawnosé
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ich przyporzadkowania nawet przy drobnych fluktuacjach geometrycznych. Dla
kazdej klatki trajektorii obliczane sa cztery dlugosci wigzan: Au—S i S—C po stronie
lewej (L) oraz C—S i S—Au po stronie prawej (R).

Z analizy wykluczono pierwsze 5000 klatek, odpowiadajacych okresowi
termalizacji, w ktorym uktad, poczatkowo w zoptymalizowanej geometrii i 0 zerowej
energii kinetycznej, ulega relaksacji do stanu rownowagi termicznej. Dtugos¢ okresu
termalizacji ustalono empirycznie: dla SKIP = 2000 i SKIP = 3000 na wykresach
obserwowano pojedyncze punkty odstajace od gtdéwnego skupiska danych, bedace
pozostato$cig tego procesu, natomiast dla SKIP = 5000 punkty te zanikaly
catkowicie. Zapewnia to, ze analizowany fragment trajektorii odpowiada wylacznie
stacjonarnej fazie symulacji i jest reprezentatywny statystycznie.

Punktem odniesienia dla analizy fluktuacji sg dlugosci wigzan w stanie
podstawowym (7'= 0 K, minimum energii catkowitej): po stronie lewej Au—S = 2,34
AiS-C=1,86 A, po stronie prawej C—S = 1,87 A i S—Au = 2,35 A. Jak pokazuja
wykresy czasowe (Rysunek 13), wszystkie cztery dlugosci oscyluja w catym
analizowanym oknie czasowym wokol wartosci $rednich zblizonych do diugosci
wigzan w stanie podstawowym — wigzania Au-S w zakresie okoto 2,30-2,50 A, a
wigzania S-C okolo 1,75-2,10 A — bez naglych skokéw, ktére $wiadczytyby
0 zerwaniu wigzania Iub rekonstrukcji powierzchni elektrody.

L: Au-S (lewy kontakt) R: Au-S (prawy kontakt)
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Rysunek 13. Fluktuacje dlugosci wigzan Au-S i S—C tworzacych kontakt elektroda—molekuta na obu koncach
molekuly AN w funkcji kroku symulacji MD, po odrzuceniu okresu termalizacji (SKIP = 5000).

Figure 13.  Fluctuations of the contact bond lengths Au—S and S—C at both ends of the AN molecule as a
function of the MD simulation step, after discarding the thermalization period (SKIP = 5000).

Niewielka réznica dlugos$ci wigzan po stronie lewej i prawej, obecna juz w stanie
podstawowym, odzwierciedla nieznaczng nierownowazno$¢ kontaktow molekuta—
elektroda. Amplitudy fluktuacji sa po obu stronach zlacza podobne, co oznacza, ze
zaden z kontaktow nie ulega preferencyjnemu ostabieniu. Wyniki te potwierdzaja
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integralnos¢ strukturalng ztagcza Au—AN-Au w temperaturze pokojowej i wskazuja,
Ze obserwowane wlasciwosci transportowe — w tym prostowanie prgdu — mozna
przypisa¢ wewnetrznej asymetrii  elektronowej molekuly, a nie efektom
geometrycznym zlacza. Stabilno$¢ wigzan Au—S i S—C w catym analizowanym oknie
czasowym jest kluczowa dla wiarygodnosci obliczen transportu: potwierdza, ze
przyjeta geometria optymalna ztacza odpowiada rzeczywistej, termicznie stabilnej
konfiguracji molekuty osadzonej migdzy elektrodami.

UWAGI KONCOWE

Przedstawione w tej pracy wyniki badan teoretycznych pokazujg, ze w skali
atomowej, czyli na poziomie pojedynczych molekut, mozliwe jest projektowanie
funkcjonalnych elementow elektroniki molekularnej — przetacznikow z efektem
NDC (ztacze Au—AH—Au) oraz molekularnej diody (ztacze Au—AN—-Au) — poprzez
kontrolowane modyfikacje chemiczne i geometryczne centralnego elementu
antracenowego. Uzyskane wyniki potwierdzaja uzyteczno$§¢ metod ab initio
(DFT+NEGF) w  przewidywaniu  wiasciwosci  transportowych  zlgczy
monomolekularnych i moga stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad optymalizacja
kluczowych parametrow decydujacych o ich funkcjonalnosci, takich jak
wspotczynnik prostowania pradu dla diody czy peak-to-valley ratio (PVR)
w uktadach przetacznikow molekularnych.
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ABSTRACT

Over the past few decades, the approach to designing and obtaining compounds
exhibiting biological activity has changed significantly. Besides traditional experimental
methods, computer-based techniques are also applied, and these are currently
undergoing significant development. Nowadays, we can speak of synergy between
experimental and computational methods accelerating the search for new drugs. In this
article, experimental and well-established computational approaches for drug discovery
are briefly described. We briefly presented the role of classical synthesis with
physicochemical characterization of new compounds as well as combinatorial chemistry
ideas to obtain new useful substances. Concerning in silico methods and tools, our
attention was paid to several modern approaches, which are frequently applied in recent
drug design. As the last part of the study, we discuss the role of selected bicyclic pyrrole
derivatives as potential candidates in anti-inflammatory and analgesic therapy.
Therefore the main aim of the study is to present how experimental and theoretical
approaches could be applied to rationalize and accelerate the process of design and
synthesis of compounds with expected biological activity.

Keywords: combinatorial chemistry, in vitro, CADD, databases, cheminformatics
tools, virtual screening, molecular docking, DFT, QSAR, Al molecular dynamics,
bicyclic pyrrole derivatives

Stowa kluczowe: chemia kombinatoryczna, in vitro, CADD, bazy danych,
narzgdzia cheminformatyczne, wirtualny skrining, dokowanie molekularne, DFT,
QSAR, Al dynamika molekularna, bicykliczne pochodne pirolu
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
AGP — kwasna a4-glikoproteina (ang. Alpha-1-Acid Glycoprotein)
Al — sztuczna inteligencja (ang. Artificial Intelligence)
BOMD - metoda dynamiki molekularnej Borna-Oppenheimera (ang. Born-Oppenheimer
Molecular Dynamics)
CADD - komputerowo-wspomagane projektowanie lekow (ang. Computer-Aided Drug
Design)
CoMFA — analiza poréwnawcza pol molekularnych (ang. Comparative Molecular Field
Analysis)
CoMSIA - analiza poréwnawcza indeksow podobienstwa molekularnego (ang.
Comparative Molecular Similarity Indices Analysis)
COX-1 - cyklooksygenaza 1 (ang. Cyclooxygenase - I)
COX-2 - cyklooksygenaza 2 (ang. Cyclooxygenase - 2)
CP ANN - hybrydowy model sztucznej inteligencji, ktdry laczy uczenie nienadzorowane
(ang. unsupervised learning strategy — sieci Kohonena) z uczeniem nadzorowanym (ang.
supervised learning strategy) (ang. Counter-Propagation Artificial Neural Network)
DFT - teoria funkcjonatu gestosci (ang. Density Functional Theory)
HSA — albumina surowicy ludzkiej (ang. Human Serum Albumin)
HTS — wysokoprzepustowe badania przesiewowe (ang. High-Throughput Screening)
LBDD - projektowanie lekow w oparciu o ligand (ang. Ligand-Based Drug Design)
15-LOX — 15-lipooksygenaza (ang. 15-lipoxygenase)
MD - dynamika molekularna (ang. Molecular Dynamics)
ML — uczenie maszynowe (ang. Machine Learning)
NMR - magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance)
PDB — Baza Danych Biatek (ang. Protein Data Bank)
PDTD - baza danych potencjalnych celow terapeutycznych (ang. Potential Drug Target
Database)
QM/MM - mechanika kwantowa/mechanika  molekularna  (ang.  Quantum
Mechanics/Molecular Mechanics)
QSAR - iloSciowa zalezno$¢ pomiedzy struktura chemiczng a aktywno$cig biologiczna
(ang. Quantitative Structure-Activity Relationship)
QTAIM - kwantowa teoria atomow w czasteczkach (ang. Quantum Theory of Atoms in
Molecules)
RDG - zredukowany gradient gestosci elektronowej (ang. Reduced Density Gradient)
ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)
SAR - zalezno$¢ struktura—aktywno$¢ (ang. Structure-Activity Relationship)
SBDD - projektowanie lekow oparte na strukturze celu molekularnego (ang. Structure-
Based Drug Design)
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WPROWADZENIE

Wiek XX byl okresem dynamicznego rozwoju farmacji i chemii medyczne;j,
przynoszacym odkrycie antybiotykéw oraz licznych lekéw syntetycznych. W tym
czasie intensywnie rozwijaly si¢ badania nad lekami psychotropowymi (lata 50-te),
a takze nastapit przelom w leczeniu chordb sercowo-naczyniowych [1]. Okres ten
przyniost rowniez istotng zmiang w podej$ciu do projektowania i syntezy nowych
zwiazkow o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym, zwigzang z rozwojem chemii
kombinatorycznej [2]. Rownolegle XX wiek byt okresem intensywnego rozwoju
technologii komputerowych oraz ich zastosowania w roéznych gateziach Zzycia
cztowieka, w tym w projektowaniu zwiazkéw wykazujacych aktywnos$¢ biologiczng
[3,4]. Umozliwito to stworzenie na przestrzeni lat synergii badan eksperymentalnych
i metod in silico w celu przyspieszenia poszukiwania i otrzymywania nowych substancji
o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym. Ma to ogromne znaczenie, gdyz pomimo
znaczacego postepu w farmacji i chemii medycznej wiele wspotczesnych problemow
zdrowotnych nadal pozostaje nierozwigzanych. Dotyczy to migdzy innymi chordb
neurodegeneracyjnych, nowotworowych, zakazen wirusowych czy narastajacego
zjawiska antybiotykoopornosci [1,5,6].

W niniejszym opracowaniu omowimy pokrétce klasyczne podejscie
eksperymentalne do odkrywania i projektowania nowych substancji biologicznie
czynnych oraz wspomnimy o znaczeniu biosyntezy, ktdra odgrywa istotng role
w otrzymywaniu wielu substancji leczniczych oraz ich modyfikacji strukturalnej.
Nastepnie zaprezentujemy wpltyw chemii kombinatorycznej na rozwoj nowoczesnych
strategii poszukiwania potencjalnych kandydatow na leki. Wspotczesnie, nicodzownym
elementem procesu racjonalnego projektowania lekéw (ang. drug design) jest
wykorzystanie metod komputerowych wspomagajacych projektowanie, optymalizacje
oraz ocen¢ wlasciwosci biologicznych nowych zwigzkoéw. A zatem, pokrotce zostanie
omoéwiona idea komputerowo wspomaganego projektowania lekow (ang. Computer-
Aided Drug Design, CADD) oraz jej znaczenie we wspotczesnej farmacji i chemii
medycznej. W ramach niniejszego narracyjnego przegladu zostang przedstawione
zaréwno klasyczne metody eksperymentalne, jak i wybrane wspotczesne metody oparte
na badaniach in silico stosowane w racjonalnym projektowaniu zwigzkéw aktywnych
biologicznie. W ostatnim rozdziale przedstawimy przyktady bicyklicznych pochodnych
pirolu (studium przypadku) jako zwiazkoéw o przewidywanej aktywnoSci
przeciwzapalnej i przeciwbolowe;.
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1. Klasyczne podejscie eksperymentalne a chemia
kombinatoryczna

W obecnych czasach w sposob bardzo wszechstronny podchodzi si¢ do
otrzymywania nowych zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu farmaceutycznym.
Obok klasycznej syntezy laboratoryjnej stosuje si¢ chemi¢ kombinatoryczna, genetyke
i biotechnologig, biochemig, nanotechnologi¢ oraz metody in silico (np. bioinformatyka
oraz metody modelowania molekularnego). Celem takiego podejscia jest m.in.
skrocenie czasu potrzebnego do opracowania nowego leku oraz ograniczenie kosztow
zwigzanych z badaniami, a takze wprowadzeniem go na rynek. Innym aspektem jest
spojrzenie z perspektywy tzw. medycyny spersonalizowanej, gdzie szczegotowa wiedza
o organizmie jest niezbe¢dna, stad do farmakologii dotgczyly genetyka i biotechnologia
wraz z biochemia [7,8]. Na poczatku skupmy jednak nasza uwage na podejsSciu
klasycznym, czyli syntezie zwigzkow w warunkach laboratoryjnych. W procesie
otrzymywania nowego leku bardzo istotny jest wlasciwy wybor jednostki chorobowej,
gdyz pozwala on ukierunkowac dalsze badania. W przypadku znanych schorzen
mozliwe jest projektowanie nowych zwiazkéw o mniejszej toksycznosci,
korzystniejszym profilu bezpieczenstwa lub skutecznosci terapeutycznej. W tym
kontekscie warto podkreslic nowa strategie badawcza tzw. repurposingu (ang. drug
repurposing) polegajaca na poszukiwaniu nowych zastosowan terapeutycznych dla juz
znanych lekow [9,10]. Kolejnym etapem jest wybor tzw. zwigzku wiodacego (ang. lead
compound), ktory moze by¢ pochodzenia naturalnego lub syntetycznego. Powinien on
jednak wykazywac¢ okre§lone wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne, zwigckszajace
prawdopodobienstwo uzyskania nowych pochodnych o korzystnym profilu
farmakologicznym [11-14]. Wlasciwosci te mozemy modulowaé m.in. poprzez efekty
steryczne, badz indukcyjne, tworzac w ten sposob biblioteki analogdéw, jak réwniez
poprawia¢ oddziatywania z celem molekularnym [15]. Wybor substancji wiodacej jest
poczatkiem projektowania zwigzkéw aktywnych biologicznie zaréwno w przypadku
eksperymentu klasycznego, jak i badan in silico. W klasycznej syntezie chemicznej
otrzymuje si¢ najczesciej serie zwigzkow zawierajacych wspolny fragment strukturalny
(ang. core part), rézniacy si¢ rodzajem podstawnikow. Wprowadzanie podstawnikow
o charakterze elektronodonorowym lub elektronoakceptorowym prowadzi do zmian
rozktadu gestosci elektronowej, co moze wpltywa¢ na wlasciwosci fizykochemiczne
oraz aktywnos$¢ biologiczng otrzymanych pochodnych. Nastgpnie zwiazki poddawane
sa badaniom fizykochemicznym (najczesciej sa to badania spektroskopowe,
spektrometryczne, czy tez krystalograficzne), ktorych gloéwnym zadaniem jest
potwierdzenie struktury otrzymanych zwigzkow. W kolejnym etapie przeprowadzane sa
badania in vitro obejmujace m.in. testy biochemiczne lub komoérkowe,, w celu oceny,
czy otrzymane zwiazki wykazuja oczekiwang aktywnosc¢ biologiczng. Uzyskane wyniki
stanowig podstaw¢ do wyznaczenia dalszego kierunku badan oraz kolejnych
modyfikacji strukturalnych.
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Synteza chemiczna wymaga prowadzenia reakcji w kontrolowanych warunkach
obejmujacych dobér odpowiedniej aparatury, temperatury, cisnienia, rozpuszczalnikow
oraz katalizator6w. Otrzymane produkty wymagaja nastgpnie wydzielenia
i oczyszczenia. Zardwno proces syntezy, jak rowniez oczyszczenie otrzymanych
zwigzkéw, wigze si¢ z wykorzystaniem znacznych iloSci odczynnikow
i rozpuszczalnikow chemicznych, ktorych stosowanie — zgodnie z zasadami Zielonej
Chemii, powinno by¢ ograniczane. Nie oznacza to jednak, ze klasyczna synteza
chemiczna moze zosta¢ wyeliminowana z procesu odkrywania nowych zwiazkow
biologicznie czynnych. Przeciwnie, jej synergiczne polaczenie z metodami
komputerowo wspomaganego projektowania lekéw pozwala na bardziej racjonalne
planowanie prac laboratoryjnych, ograniczenie liczby otrzymywanych zwigzkow,
zmniejszenie zuzycia substancji chemicznych oraz skrocenie czasu i1 kosztow
zwigzanych z identyfikacjg obiecujacych kandydatéw na leki.

Chemia kombinatoryczna [16-18], ktorej ideg byto zsyntezowanie i testowanie
mozliwie duzej liczby zwigzkéw, w jak najkrotszym czasie w oparciu o t¢ sama
procedurg, stata si¢ uzytecznym narzgdziem syntetycznym — wspotczesnego
projektowania lekéw. Zgodnie z tzw. synteza rownolegla otrzymuje si¢ zwiazki
o zroznicowanej strukturze poprzez systematyczne, powtarzalne i kowalencyjne
laczenie réznych ,elementdw budulcowych” (ang. building blocks). W chemii
kombinatorycznej mozna wyr6zni¢ rozne strategie syntezy, do ktorych naleza m.in.
synteza rownoleglta oraz metoda split-and-mix zaproponowana przez Furke
i wspotpracownikow [17]. Nastgpnie otrzymane biblioteki zwigzkow sa poddawane
wysokoprzepustowemu  skriningowi  (ang.  high-throughput  screening, HTS),
obejmujgcemu zautomatyzowane i rownolegle testowanie duzej liczby zwigzkow pod
katem okreslonej aktywnosci biologicznej. W zalezno$ci od przyjetej strategii, HTS
moze mie¢ charakter target-based, w ktorym ocenie podlega aktywnos$¢ zwigzku wobec
okreslonego celu molekularnego, lub fenotypowy (ang. phenotypic screening),
w ktorym analizuje si¢ okreslony efekt biologiczny bez koniecznosci wczesniejszego
zdefiniowania konkretnego celu molekularnego [19,20]. Niewatpliwymi zaletami
chemii kombinatorycznej sa szybko$¢ wynikajaca z automatyzacji procesu, obnizenie
kosztéw syntezy oraz wysoka wydajno$é, przektadajaca si¢ na znaczng oszczgdnos$é
czasu. Innym podejsciem wykorzystywanym w pozyskiwaniu kandydatow na leki jest
biosynteza [21,22], ktéra polega na wykorzystaniu zywych komorek (grzybow
i bakterii) lub enzymoéow, w celu wytworzenia, modyfikacji oraz produkcji substancji
o znaczeniu farmakologicznym. Warto podkresli¢, ze w wyniku biosyntezy mozna
otrzymac substancje, ktorych klasyczna synteza bylaby trudna, a z finansowego punktu
widzenia réwniez nieoptacalna. Przykladem Ilekow otrzymywanych na drodze
biosyntezy sg chociazby penicyliny [23].



1430 N. MIKLUSZKA, A. REDZICKA, A. JEZIERSKA

2. Komputerowo wspomagane projektowanie substancji
o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym

Ze wzgledu na duza liczbe dostepnych lekow oraz stale rosnacg ilo$¢ danych na ich
temat, konieczne jest ich odpowiednie uporzadkowanie. Nalezy roéwniez pamigta
o zwiazkach chemicznych, ktore zostaly przebadane pod katem roéznych aktywnosci
biologicznych, lecz nie znalazly zastosowania farmaceutycznego. Gromadzenie
i analiza tego typu informacji sa niezbgdne do zwigkszenia efektywnosci procesu
poszukiwania nowych kandydatow na leki, zwlaszcza w obliczu wyzwan wspotczesnej
medycyny, takich  jak  narastajgca  antybiotykooporno$¢  oraz  choroby
neurodegeneracyjne, nowotworowe 1 psychiczne [24-30]. Rozwdj technologii
informatycznych oraz superkomputerow umozliwil prowadzenie symulacji, ktore
jeszcze kilka dekad temu byly niewykonalne, a takze tworzenie rozbudowanych baz
danych, co znacznie ufatwia i przyspiesza skrining, ktory jest jednym z elementéw
nowoczesnego poszukiwania i projektowania zwigzkéw aktywnych biologicznie
[31,32]. W zalezno$ci od rodzaju przechowywanych danych oraz celu ich
wykorzystania wyroznia si¢ rozne typy baz danych. Jedna z najpopularniejszych jest
DrugBank [33], umozliwiajagca wyszukiwanie zarowno informacji o farmaceutykach,
jak réwniez o ich celach molekularnych. Dostgpne sa rowniez bazy danych, ktore
gromadzg informacje o konkretnych grupach zwigzkéw np. nalezacych do tradycyjnej
medycyny Chinskiej (TCMBank [34]), czy tez bioaktywnych czasteczkach
o wiasciwosciach lekopodobnych, ktéra tgczy dane chemiczne 1 biologiczne,
wspomagajac proces odkrywania nowych lekéw (ChEMBL [35]), o czasteczkach
wykorzystywanych w projektowaniu lekéw, zwlaszcza matych molekutach (DrugMap
Central (DMC) [36]), integrujaca dane z réznych zrédet i wspomagajaca poszukiwania
nowych zastosowan terapeutycznych dla dostgpnych lekéw. Istnieja rowniez bazy
danych, ktore oferuja narzgdzia analityczne umozliwiajace m.in. wstgpna analizg
oddziatywania miedzy lekami a ich celami biologicznymi, takie jak np. DTome [37].
Wsrod najwazniejszych baz danych chemicznych nalezy wymieni¢ PubChem [38],
zawierajagcg znaczng liczbe zwigzkéw chemicznych oraz informacje m.in. o ich
wlasciwosciach biologicznych 1 fizykochemicznych. Istotnym zrédtem danych
strukturalnych jest takze Protein Data Bank (PDB) [39], w ktorej zgromadzone sg
trojwymiarowe struktury biatek uzyskane metodami eksperymentalnymi, takimi jak
krystalografia rentgenowska czy spektroskopia NMR. Na podstawie danych zawartych
w PDB opracowano baz¢ danych potencjalnych celow terapeutycznych (ang. Potential
Drug Target Database, PDTD) [40].

Komputerowo wspomagane projektowanie lekow (ang. Computer-Aided Drug
Design, CADD), jest interdyscyplinarnym podejsciem taczacym elementy biologii,
chemii, biochemii, baz danych, zaawansowanych metod chemii obliczeniowej, metod
modelowania molekularnego oraz narzedzi cheminformatycznych [41].
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Proces projektowania nowego leku jest czasochtonny, kosztowny i wymaga wysokiej
precyzji. Pomimo jednak synergii metod eksperymentalnych i in silico odsetek
niepowodzen pozostaje nadal wysoki, poniewaz tylko 1-2 czasteczki na 10 000
przebadanych zwiazkow maja szansg zostaé¢ ostatecznie zatwierdzone jako leki [42-45].

Na przestrzeni ostatnich dekad CADD stato si¢ nieodzownym elementem
w nowoczesnym projektowaniu lekow. Historycznie rzecz ujmujac, przetlom nastgpit
w latach 90-tych XX wieku, kiedy to zaczeto coraz cze$ciej wykorzystywaé komputery
w celu predykcji wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych zwiazkow
chemicznych oraz interpretacji wynikow badan eksperymentalnych [46]. Potaczenie
badan eksperymentalnych z metodami obliczeniowymi przyczynito si¢ do opracowania
pierwszych lekéw projektowanych z wykorzystaniem metod CADD, co zostato
przedstawione w artykutach np. 47-49.

Proces poszukiwania nowych lekow, niezaleznie od tego czy opiera si¢ na
klasycznym podejSciu eksperymentalnym, czy metodach in silico obejmuje kilka
kolejnych etapéw [50]. Po identyfikacji potencjalnego celu terapeutycznego
przeprowadza si¢ jego walidacje, ktorej zadaniem jest potwierdzenie zwigzku pomigdzy
aktywnoscia celu molekularnego a rozwojem lub przebiegiem danej jednostki
chorobowej. Nastepnie prowadzi si¢ poszukiwanie zwiazkéw wykazujacych aktywnosé
wobec okre§lonego celu molekularnego, czyli tzw. hitow (ang. hit identification).
Zidentyfikowane zwigzki poddawane sg dalszej optymalizacji w ramach etapu hit-to-
lead, ktorego celem jest wybdr i dalsze modyfikacje zwigzkow o korzystnym profilu
aktywnosci 1 wlasciwosciach. Kolejnym etapem jest optymalizacja zwigzku wiodacego
(ang. lead optimization), obejmujaca m.in. modyfikacje struktury chemicznej
prowadzace do uzyskania odpowiedniej aktywnosci, selektywnosci oraz wiasciwosci
farmakokinetycznych i fizykochemicznych. W rezultacie otrzymany kandydat na lek
moze nastgpnie zostaé skierowany do dalszych etapow badan, obejmujacych m.in.
ocene jego skutecznosci, bezpieczenstwa, wilasciwosci farmakokinetycznych
i toksykologicznych [51]. Metody CADD moga by¢ wykorzystywane na réznych
etapach procesu projektowania lekow, m.in. podczas identyfikacji potencjalnych hitow
oraz ich dalszej optymalizacji w ramach etapow hit-to-lead 1 lead optimization. W
ramach metod CADD stosuje si¢ dwa gtowne podejscia w poszukiwaniu nowych
kandydatow na leki: projektowanie lekow w oparciu o ligand (ang. ligand-based drug
design, LBDD) oraz projektowanie w oparciu o strukture celu molekularnego (ang.
structure-based drug design, SBDD) [49]. Zastosowanie metod CADD w nowoczesnym
projektowaniu lekéw umozliwia wspomaganie identyfikacji i charakterystyki celow
terapeutycznych oraz identyfikacje obiecujacych ligandow, a co z tym zwiazane skraca
czas catego procesu poszukiwania nowych zwigzkéw aktywnych biologicznie oraz
obniza koszty zwigzane z eksperymentalnym testowaniem duzej liczby zwigzkow
chemicznych [52]. Podejscie LBDD jest stosowane, gdy struktura celu molekularnego
nie jest znana. Przeszukuje si¢ bazy danych zwiazkow o znanej aktywnosci
biologicznej z mysla o znalezieniu



1432 N. MIKLUSZKA, A. REDZICKA, A. JEZIERSKA

odpowiednich substancji. Najczgsciej stosuje si¢ podej$cie oparte na podobienstwie
zwigzkéw chemicznych, w ktéorym znana jest struktura aktywnych ligandow i na jej
podstawie poszukuje si¢ zwigzkow o podobnej budowie chemicznej. Wykorzystuje si¢
rowniez analize iloSciowych zaleznosci pomiedzy struktura zwiazkéw a ich
aktywnoscia biologiczng (ang. Quantitative Structure-Activity Relationship, OSAR) oraz
modelowanie farmakoforowe [48,53,54]. Metoda QSAR opiera si¢ na modelu
matematycznym, ktory przedstawia iloSciowa zalezno$¢ pomiedzy struktura
a aktywno$cia biologiczng czasteczki. Kluczowa w tej metodzie jest konstrukcja bazy
danych zwigzkéw wykazujacych te samg aktywnos$¢ biologiczna oraz deskryptorow
molekularnych je opisujacych. Deskryptory molekularne moga by¢ wyznaczane na
podstawie roéznych sposobow reprezentacji czasteczki, w tym jej struktury dwu-
1 trojwymiarowej, a takze opisywaé rézne aspekty jej wlasciwosci fizykochemicznych,
topologicznych, geometrycznych czy elektronowych. Moga pochodzi¢ zaréowno
z danych eksperymentalnych, jak i zosta¢ wygenerowane za pomocg odpowiedniego
oprogramowania [55,56]. Wspdlczesne programy obliczeniowe umozliwiajg
wygenerowanie dla pojedynczego zwiazku duzej liczby deskryptorow, dlatego ich
odpowiednia selekcja stanowi istotny etap budowy modelu QSAR. Celem selekcji jest
identyfikacja zmiennych, ktére wnosza istotng informacj¢ do predykcji, przy
jednoczesnym ograniczeniu liczby deskryptorow redundantnych, czyli dostarczajacych
podobnej lub powielajacej si¢ informacji. Zbyt duza liczba zmiennych wzgledem liczby
analizowanych zwigzkow moze prowadzi¢ do przeparametryzowania modelu (ang.
overfitting) 1 pogorszenia jego zdolnosci predykcyjnych [55,56]. Na Rysunku 1
przedstawiono ogo6lny schemat metody QSAR. Bazg danych dzieli si¢ najczgsciej na
dwa zbiory: zbidr treningowy i zbidr testowy [56,57]. Podzial danych moze by¢
przeprowadzany z wykorzystaniem roéznych strategii, w tym losowego podziatu danych
(ang. random sampling) oraz metod zapewniajacych odpowiednia réznorodno$é
i reprezentatywno$¢ zbiorow. Nastgpnie poszukuje si¢ roéwnan matematycznych
opisujacych zaleznosci pomigdzy struktura zwiazkow w zbiorze treningowym a ich
aktywno$cig biologiczng. Zbidr testowy stuzy do oceny zdolnosci modelu do predykcji
aktywnosci biologicznej zwiazkow, ktore nie zostaty wykorzystane podczas jego
konstrukcji. W celu dodatkowej oceny stabilnosci i wiarygodnosci modelu stosuje si¢
walidacje krzyzowa (ang. cross-validation), w ktorej zbior treningowy jest dzielony na
podzbiory, a model jest kolejno konstruowany na czg¢sci danych i oceniany na
pozostatym podzbiorze. Zastosowanie niezaleznego zbioru testowego oraz
odpowiednich procedur walidacyjnych pozwala na ocen¢ zdolnosci predykcyjnej
modelu dla danych niewykorzystanych podczas jego konstrukcji oraz ograniczenie
ryzyka jego przeparametryzowania (ang. overfitting) [55,58]. W metodzie QSAR do
konstrukcji modeli wykorzystuje si¢ np. metody regresji liniowej, czy tez sieci
neuronowych np. metode ang. Counter-Propagation Artificial Neural Network, CP
ANN [54,59-62].
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Istnieja réowniez metody 3D QSAR. Do najbardziej znanych naleza analiza
poréwnawcza pdl molekularnych (ang. Comparative Molecular Field Analysis,
CoMFA) oraz analiza pordwnawcza indeksow podobienstwa molekularnego (ang.
Comparative Molecular Similarity Indices Analysis, CoMSIA) [54].

-
Zbiér Budowa modelu matematycznego
. - np. na podstawie réwnania Hanscha (1964)
[CEEHONY) log(1/C)=a-logP+b-(log PP +c-o+d-E +e
BAZA DANYCH Okreslenie l
+ Struktury zwigzkéw chemicznych | — deskryptoréw QSAR
* Dane akiywnoscl biologlczne] molekularnych Walidacja modelu Predykcja wiasciwosci
* Wiasoiwosol fizykochemiczne {logP. MW, pKa, TPSA) (R2, RMSE, Q2) e i
\ struktur

Zbior
testowy

Rysunek 1. Ogdlny schemat postepowania w badaniach QSAR.
Figure 1. General scheme of QSAR investigations.

W LBDD stosuje si¢ rowniez modelowanie farmakoforowe (Rysunek 2),
ktérego celem jest identyfikacja przestrzennego uktadu cech sterycznych
i elektronowych niezbednych do zapewnienia optymalnych oddziatywan z okreslonym
celem biologicznym oraz wywolania lub zablokowania jego odpowiedzi biologiczne;j
[63]. Farmakofor nie stanowi zatem konkretnego fragmentu struktury chemicznej, lecz
abstrakcyjny zestaw wilasciwosci przestrzennych istotnych dla aktywnosci biologiczne;.
Analizowane sg takze podobienstwa strukturalne pomiedzy ligandami, co umozliwia
identyfikacje nowych potencjalnie aktywnych czasteczek [54,64]. Do przyktadowych
cech farmakoforowych naleza m.in. donory i akceptory wigzan wodorowych, obszary
hydrofobowe, pierScienie aromatyczne oraz cechy o okreSlonym charakterze
elektrostatycznym [65,66].

ODDZIALYWANIA

HYDROFOBOWE \

AKCEPTOR WIAZANIA
WODOROWEGO

ODDZIALYWANIA

Rysunek 2. Przyktadowy model farmakoforu (opracowanie wiasne na podstawie [67]).
Figure 2. Example of pharmacophore model (own work based on [67]).
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W projektowaniu opartym na strukturze celu molekularnego (ang. structure-
based drug design, SBDD) wykorzystuje si¢ informacje o makroczasteczkach uzyskane
metodami eksperymentalnymi takimi jak np. spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR) czy krystalografia rentgenowska. W poczatkowym etapie badan
wykorzystuje si¢ np. struktury biatek czy kwaséw nukleinowych zdeponowanych
w bazie danych PDB. W przypadku, gdy struktura 3D celu terapeutycznego jest
nieznana, mozliwe jest zastosowanie modelowania homologicznego (ang. homology
modeling) [68]. Po uzyskaniu struktury 3D celu molekularnego z baz danych lub
w wyniku modelowania homologicznego, w kolejnym etapie mozna zastosowa¢ metode
wirtualnego skriningu, dokowania molekularnego i klasycznej dynamiki molekularnej
w celu:

i) identyfikacji odpowiednich ligandow w dostepnych bazach danych lub
wykorzystania zwiazkow chemicznych otrzymanych na drodze syntezy, ktorych
aktywnosc¢ biologiczna zostata wezesniej potwierdzona w badaniach in vitro lub in vivo;

ii) przeprowadzenia dokowania molekularnego;

iii) oszacowania stabilnosci otrzymanego kompleksu biatko-ligand, oraz
analizy wybranych wlasciwosci fizykochemicznych, w oparciu o symulacje metoda
klasycznej dynamiki molekularne;j.

Wspotczesnie dokowanie molekularne (Rysunek 3) rozwija si¢ dynamicznie
i pozwala na wykonywanie zaawansowanych predykcji, takich jak np. analiza
mechanizmu wigzania czastki z biatkami. Mozliwe jest rowniez identyfikowanie
najbardziej optymalnego miejsca wigzania w obrebie struktury celu molekularnego [69].
Inng metodg stosowang w ramach SBDD jest projektowanie liganda de novo, ktore
polega na opracowywaniu nowych czasteczek na podstawie mniejszych fragmentow
i dopasowywaniu ich do znanego miejsca wigzacego [54,70].

Najczgsciej budowe miejsca wigzacego ustala si¢ na podstawie badan
krystalograficznych, zwlaszcza kiedy znamy umiejscowienie matej czasteczki
(inhibitor, ligand) w makroczasteczce, ktéra moze by¢ np. biatko. Uklady gosc-
gospodarz mozemy znalez¢ np. w bazie danych PDB. W kolejnym kroku usuwa si¢
ligand/inhibitor z miejsca wigzacego 1 wowczas mozna przystapi¢ do projektowania
leku de novo. Analizuje si¢ miejsce wigzgce w celu zidentyfikowania np. aminokwasoéw
(jesli analizujemy biatko) zaangazowanych w wiazanie liganda. Okresla si¢ kluczowe
i specyficzne oddzialywania odpowiedzialne za stabilizacje kompleksu i aktywnos¢
biologiczng. Pozwala to na rozréznienie kontaktow wystepujacych w kompleksie od
tych oddzialywan, ktére maja istotne znaczenie dla wigzania liganda i jego aktywnosci
biologicznej [71,54,72]. W oparciu o te informacje mozna zaprojektowac czasteczke
o odpowiednim ksztalcie i objetosci, posiadajaca w swojej strukturze grupy funkcyjne,
ktore beda odpowiadaé za utworzenie oddzialywan stabilizujacych w miejscu
wigzacym. W projektowaniu de novo nalezy wzia¢ pod uwage elastycznosé
konformacyjng projektowanych czasteczek. Zwigkszajaca si¢ wraz z liczba rotowalnych
wigzan przestrzen konformacyjna moze utrudnia¢ efektywne przeszukiwanie
mozliwych konformacji [73,74]. Nie powinno si¢ projektowaé czasteczek, ktorych
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synteza jest trudna, badz niemozliwa, a takze takich ktore musiatyby przyjaé
konformacje¢ niestabilng w miejscu wigzacym. Nalezy uwzgledni¢ straty energii
zwigzane z dehydratacja oraz pami¢ta¢ o miedzygatunkowych roznicach w budowie
receptoroOw i enzymow [54].

KIESZEN WIAZACA

LIGAND W KIESZENI
WIAZACE) BIALKA

LIGAND BIALKO KOMPLEKS LIGAND-BIALKO

Rysunek 3. Schemat dokowania molekularnego (opracowanie wtasne na podstawie [67,75]).
Figure 3. Scheme of molecular docking (own work based on [67,75]).

W wyniku zastosowania pokrotce scharakteryzowanych metod komputerowo
wspomaganego projektowania lekow, identyfikowane sg obiecujace zwigzki, ktore
poddawane s3 dalszym badaniom in silico, czy tez eksperymentalnym — synteza,
badania in vitro.

Waznym elementem badan in silico jest réwniez zastosowanie narzgdzi
cheminformatycznych do predykcji np. parametrow ADME (A - absorpcja
(wchtanianie), D — dystrybucja, M — metabolizm (biotransformacja) i E — eliminacja
(wydalanie)), opisujacych los leku w organizmie od momentu podania az do
catkowitego wydalenia [76,77], jak rowniez w klasyfikacji zwigzkéw jako aktywnych
lub nieaktywnych oraz przewidywania wiasciwosci fizykochemicznych istotnych
z punktu widzenia projektowania lekéw. Do parametrow tych naleza m.in.
wspotczynnik podziatu logP, wspotczynnik dystrybucji logD, stata dysocjacji kwasowej
pKa oraz rozpuszczalno$¢. Predykcja tych wlasciwosci na wczesnych etapach
projektowania lekow pozwala na wstgpna oceng¢ potencjalnych wlasciwosci
projektowanych zwiazkow oraz selekcje czasteczek o pozadanym profilu [78,79].
Jednym z powszechnie stosowanych narzedzi jest SwissADME [80], umozliwiajace
szybkie przewidywanie wiasciwosci fizykochemicznych, parametrow
farmakokinetycznych oraz tzw. lekopodobienstwa (ang. drug-likeness) zwiazkow
chemicznych, czyli stopnia, w jakim ich struktura i wlasciwosci odpowiadaja cechom
charakterystycznym dla  potencjalnych  farmaceutykow. Innym narze¢dziem
wspomagajacym ocen¢ bezpieczenstwa zwigzkoéw
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chemicznych jest platforma ProTox 3.0 [81], wykorzystujaca modele uczenia
maszynowego do przewidywania réznych parametréw toksycznosci. Umozliwia ona
analiz¢ m.in. ostrej toksycznosci, toksyczno$ci narzadowej oraz potencjalnych
mechanizméw toksycznos$ci. Na podstawie struktury chemicznej zwiazku generowany
jest jego profil toksykologiczny wraz z oceng wiarygodnosci predykcji.

W ostatnich latach coraz wigksze znaczenie w projektowaniu lekow zyskuja
rowniez metody uczenia maszynowego (ang. Machine Learning, ML) oraz sztucznej
inteligencji (ang. Artificial Intelligence, AI). Znajduja one zastosowanie m.in.
w modelowaniu i predykcji aktywnosci biologicznej zwiazkow, klasyfikacji zwigzkow
aktywnych i nieaktywnych oraz przewidywaniu ich wilasciwosci fizykochemicznych,
farmakokinetycznych i toksykologicznych. Wykorzystanie algorytmow uczenia
maszynowego umozliwia analize zlozonych zalezno$ci pomiedzy struktura zwiazku
a jego wilasciwosciami, a takze wspomaga selekcje 1 optymalizacje potencjalnych
kandydatow na leki [82,83]. Sztuczna inteligencja znajduje réwniez zastosowanie
w predykeji struktur biomolekut. Przyktadem jest AlphaFold, wykorzystujacy metody
glebokiego uczenia do przewidywania przestrzennej struktury bialek na podstawie ich
sekwencji aminokwasowej. Dostgpnosé takich predykcji moze by¢ szczegolnie istotna
w przypadku biatek, dla ktorych nie sg dostepne struktury eksperymentalne [84,85].

Kolejnym rozwijajacym si¢ kierunkiem jest generatywne projektowanie lekow
(ang. generative drug design), w ktorym modele sztucznej inteligencji sa
wykorzystywane do generowania nowych struktur chemicznych. Eksploracja
przestrzeni generowanych czasteczek moze by¢ taczona z modelami predykcyjnymi
w celu identyfikacji nowych zwigzkow o pozadanej aktywnosci biologicznej. Podejécia
generatywne mozna postrzega¢ jako rozwinigcie koncepcji projektowania de novo
i potencjalne narzgdzia wspomagajace identyfikacje nowych kandydatow na leki
[86,87].

Na zakonczenie nalezy wspomnie¢ o metodach chemii obliczeniowej opartych
na metodach mechaniki molekularnej i kwantowej ktére umozliwiaja tworzenie
zarowno modeli statycznych, jak i dynamicznych badanych uktadéw. Mechanika
molekularna jest metoda niekwantowa [88]. Najczesciej wykorzystywana jest do
optymalizacji geometrii oraz przeszukan konformacyjnych w matych i duzych
czasteczkach. Pola silowe wykorzystywane w mechanice molekularnej stanowia
fundament klasycznej dynamiki molekularnej [89]. Metody obliczeniowe oparte na
mechanice kwantowej pozwalaja na opis parametrow geometrycznych, struktury
elektronowej, jak rowniez innych  wlasciwosci  fizykochemicznych, np.
spektroskopowych. Warto rowniez zwroci¢ uwage na metody hybrydowe, ktore tacza
w sobie elementy mechaniki kwantowej 1 klasycznej (ang. quantum
mechanics/molecular mechanics, OM/MM), a ktore najczgsciej sa stosowane do opisu
uktadéw gosé-gospodarz w sytuacji, gdzie chcemy np. dokladniej opisaé¢ oddziatywania
pomig¢dzy ligandem a miejscem wigzacym [90].
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3. Bicykliczne pochodne pirolu jako przyklad synergii badan
eksperymentalnych i modelowania molekularnego

Bicykliczne uktady heterocykliczne stanowia jedng z waznych klas zwiazkow
wykorzystywanych we wspolczesnej chemii medycznej. Dzigki zréznicowanej budowie

przestrzennej, mozliwosci  zréznicowanej funkcjonalizacji oraz  korzystnym

wlasciwo$ciom  fizykochemicznym, sa cennym  szkieletem molekularnym
w racjonalnym projektowaniu nowych substancji biologicznie czynnych. Wsrdéd nich
szczegblne miejsce zajmuja bicykliczne pochodne pirolu, dla ktérych opisano szerokie
spektrum aktywnosci farmakologicznej, obejmujace migdzy innymi dziatanie
przeciwzapalne, przeciwbdlowe, przeciwnowotworowe, przeciwdrobnoustrojowe oraz
neuroprotekcyjne [91]. Rozwdj tej grupy zwigzkow dobrze odzwierciedla wspotczesne
podejscie badan

Racjonalne

w poszukiwaniu nowych lekéw, oparte na integracji

eksperymentalnych z metodami modelowania  molekularnego.
projektowanie nowych struktur obejmuje nie tylko syntez¢ i ocen¢ aktywnos$ci
biologicznej, lecz réwniez wykorzystanie metod in silico do analizy zaleznosci
struktura—aktywnos$¢ (ang. Structure—Activity Relationship, SAR), przewidywania
sposobu wigzania z celem molekularnym oraz wspomagania optymalizacji wlasciwosci

projektowanych czasteczek, co schematycznie przedstawiono na Rysunku 4.

Eta Badania Modelowanie Synergistyczny
P eksperymentalne molekularne efekt
Synteza - synteza zwiazkéw - obliczenia DFT Eoct;:erdzeme
1 || iidentyfikacja  |—3| - analiza strukturalina (IR, |—s| - analiza wiasciwosci i‘j'akﬁi struktury
il t | h
struktury NMR, MS, krystalografia) strukturalnyc Zwiazkow
« badania in vifro/in vivo * dokowanie Wiivpowanie
2 Badania « oddzialywania z biatkami + analiza oddzialywan k:ﬂyp h
biologiczne osocza i blonami + dynamika axtywnye
. ) Zwigzkow
komaorkowymi molekularna
) * wirtualny skrining
. |
3 analiza SAR —3| - predykcja ADMET Racjonalna
Optymalizacja || = kluczowe fragmenty o
+ projektowanie optymalizacja
strukturalne
nowych pochodnych

Rysunek 4. Protokol postgpowania w racjonalnym projektowaniu zwiazkow o potencjalnej aktywnosci
farmakologicznej i korzystnych wiasciwos$ciach farmakokinetycznych.

Figure 4. Protocol for the rational design of compounds with potential pharmacological activity and favorable
pharmacokinetic properties.

Takie zintegrowane podej$cie moze zwigkszaé efektywno$¢ identyfikacji nowych
kandydatow na leki i ograniczaé liczbg zwigzkéw wymagajacych syntezy oraz badan
eksperymentalnych [3,4,18,21]. Przyktadem takiego podejscia sa badania prowadzone
na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
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Wroctawiu, ktorych celem bylo zaprojektowanie i otrzymanie nowych bicyklicznych
pochodnych pirolu o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym. Zsyntetyzowane
pochodne pirolo[3,4-c]pirolu posiadaty fragment 4-
arylopiperazynowy/metylosulfonylopiperazynowy spiety z ukladem glownym
mostkiem metylenowym [67]. Wzoér ogélny oraz kolejne etapy ich charakterystyki
i optymalizacji przedstawiono na Rysunku 5 [67,92-94].

Panel A Pierwsza seria bicyklicznych pochodnych pirolu

Pogtebiona charakterystyka

Badaniabiologiczne wybranych pochodnych Analiza SAR
« hamowanie COX-1/ COX-2 | | , namowanie 15- LOX - zaleznos¢ struktura- aktywnosc
+ ocena cytotoksycznosci - whasciwosci przeciwutleniajace (ROS) * kluczowe fragmenty strukturalne

= oddzialywanie z modelami bfon
= oddzialywanie z biatkami osocza
(HSA, AGP)

\ 2
R
R'= n-butyl, fenyl, 3-chlorofenyl
R? =fenyl, 2-flucrofenyl, 2 4-diflucrofenyl, 2-
metoksyfenyl, 2-etoksyfenyl, metylosulfonyl

]
Racjonalna modyfikacja struktury
+» wprowadzenie facznika oksoetylowego
+ zachowanie pierscienia 2-fluorofenylowego
[2
Panel B Zoptymalizowana bicykliczna pochodna pirolu

Badaniaw modelu Badaniastrukturalne

Wyniki biologiczne T i modelowanie
molekularme
Parowane COX Ioox2 zmniejszenie poziomu ROS
;:;g;fezrenqa hamowania ° mode{ Tczgag+ H,0, - rentgenografia strukturalna
ocer s « efekt cytoprotekcyjm - dokowanie molekularne
ocena cytotoksycznosci 2 i - analizy struktury elektronowej

= dynamika molekularna

Rysunek 5. Etapy projektowania i optymalizacji bicyklicznych pochodnych pirolu. (Panel A) Pierwsza seria
bicyklicznych pochodnych pirolu, zakres badan biologicznych i analiza SAR. (Panel B) Zoptymalizowana
bicykliczna pochodna pirolu oraz zakres jej badan biologicznych, strukturalnych i molekularnych.

Figure 5. Design and optimization of bicyclic pyrrole derivatives. (Panel A) The first series of bicyclic
pyrrole derivatives, the scope of biological studies, and SAR analysis. (Panel B) An optimized bicyclic
pyrrole derivative and the scope of its biological, structural, and molecular studies.

Budowg chemiczng otrzymanych zwigzkéw potwierdzono z wykorzystaniem metod
fizykochemicznych, takich jak spektroskopia NMR i IR oraz rentgenografia strukturalna
[67,92]. Potencjalng aktywno$¢ farmakologiczng otrzymanych zwigzkéw oceniano in
vitro na podstawie ich zdolno$ci do hamowania COX-1 i COX-2, wyznaczajac wartosci
IC,, dla obu enzyméw. Badane pochodne wykazywaly zréznicowana aktywno$¢
hamujaca wobec COX-1 i COX-2. Wartosci IC,, wobec COX-2 miescity si¢ w zakresie
42,5 — 53,9 uM, podczas gdy dla referencyjnego meloksykamu wynosity 57,3 pM. Dla
zwigzkow, dla ktérych mozliwe byto wyznaczenie wspoétczynnika selektywnosci COX-
2/COX-1, jego wartosci wynosity 0,24 — 0,49, w poréwnaniu z 0,67 dla meloksykamu
[67]. Wyniki te, wraz z analizg zalezno$ci struktura—aktywno$¢, stanowity podstawe do
wytypowania wybranych pochodnych (sze$¢ najaktywniejszych struktur) do
pogltebionej charakterystyki [93]. Zakres badan rozszerzono o ocen¢ zdolnosci do
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hamowania  15-lipooksygenazy (15-LOX), wlasciwosci przeciwutleniajacych,
oddzialywan z modelami bton komoérkowych i biatkami osocza (HSA, AGP), a takze
przewidywanie wybranych wlasciwosci farmakokinetycznych z wykorzystaniem metod
in silico [93]. Uzyskane wyniki poszerzyly charakterystyke biologiczng badanych
pochodnych oraz dostarczyly dodatkowych informacji dotyczacych zalezno$ci
struktura—aktywnos¢, przydatnych w dalszej optymalizacji ich struktury. W obrebie
analizowanych czasteczek serii pierwszej zwrdcono réwniez uwage¢ na znaczenie
podstawnika w pozycji 5 uktadu pirolo[3,4-c]pirolowego. Pochodne zawierajace w tej
pozycji podstawnik n-butylowy lub m-chlorofenylowy wykazywatly wigksza aktywnos¢
niz ich strukturalne analogi posiadajgce w tym potozeniu niepodstawiony pierscien
fenylowy [67]. Obserwacja ta stanowita jedng z przestanek do zachowania podstawnika
n-butylowego w strukturze projektowanej pochodnej (panel B). Dalsza optymalizacja
struktury uwzgledniala rowniez wyniki wczesniejszych badan in vivo pochodnych
pirolo[3,4-c]pirolu z facznikiem etylenowym. Wsrod analizowanych pochodnych
arylopiperazynowych najwicksza aktywnos$¢ przeciwbdlowa w tescie wicia u myszy
wykazywal zwigzek zawierajacy fragment o-fluorofenylopiperazynowy, dla ktorego
warto$¢ EDso wynosita 9,35 mg/kg, podczas gdy dla referencyjnego kwasu
acetylosalicylowego wynosita 39,15 mg/kg [94]. Wyniki te stanowily przestanke do
uwzglednienia  fragmentu  2-fluorofenylopiperazynowego  podczas  dalszego
projektowania. Badania biologiczne pierwszej serii (Panel A) uzupetniono analizami in
silico, obejmujacymi dokowanie molekularne, ktoérego celem byla charakterystyka
przewidywanego sposobu wigzania ligandow i ich orientacji w miejscu aktywnym
cyklooksygenaz. Struktury enzymoéw wykorzystane w badaniach pobrano z bazy danych
PDB. Dokowanie molekularne wykonano do struktur COX-1 i COX-2 oznaczonych
jako 1EQG [95] oraz 4M11 [75]. Wyniki wskazaty, ze analizowane czasteczki zajmuja
kieszen  hydrofobowa otoczong polarnymi i  hydrofobowymi  resztami
aminokwasowymi, a przewidywane kompleksy biatko—ligand sg stabilizowane gtéwnie
przez oddzialywania hydrofobowe oraz sity van der Waalsa. Struktura krystaliczna
kompleksu COX-2 z meloksykamem (PDB: 4M11) postuzyta jako model referencyjny.
Poréwnanie przewidywanych pozycji badanych ligandéw z potozeniem meloksykamu
w strukturze krystalicznej wskazato, ze analizowane pochodne moga zajmowac¢ ten sam
obszar kieszeni wigzacej. Analizy te umozliwily charakterystyke przewidywanych
oddzialywan ligand-enzym oraz dostarczyly informacji przydatnych w interpretacji
wynikéw eksperymentalnych i dalszej analizie SAR.

Istotnym elementem dalszego etapu projektowania bylo wykorzystanie
odpowiednio dobranych zwigzkéw odniesienia, pekliacych odmienne funkcje
w prowadzonych badaniach. Meloksykam zastosowano jako lek referencyjny
w badaniach farmakologicznych, umozliwiajacy poréwnanie aktywnosci hamujacej
badanych pochodnych wobec COX-1 i COX-2. Tiaramid wykorzystano natomiast jako
strukturalny punkt odniesienia podczas projektowania nowych pochodnych, ze wzgledu
na obecnos$¢ w jego czasteczce istotnych elementéw budowy oraz udokumentowang
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aktywnos$¢ biologiczng [96,97]. Wzory chemiczne obu zwiazkow przedstawiono na
Rysunku 6.

Cl

e N
Meloksykam O// o H

Tiaramid OH

Rysunek 6. Wzory chemiczne meloksykamu i tiaramidu (opracowanie wtasne na podstawie [98,99]).
Figure 6. Chemical structures of meloxicam and tiaramide (own work based on [98,99]).

Szczegdlne znaczenie dla dalszej modyfikacji struktury mialy badania
Dogruer’a i wspotpracownikow [100,101], w ktorych wskazano motyw strukturalny
zwigzany z aktywnos$cig przeciwbolowa analizowanych zwigzkoéw. Charakterystycznym
elementem tego motywu jest obecno$¢ dwoch atomdéw azotu potaczonych tacznikiem
oksoetylenowym (Rysunek7). Analogiczny motyw strukturalny wystepuje réwniez
w referencyjnej czasteczce tiaramidu (Rysunek 6), co stanowito dodatkowa przestanke
do uwzglednienia tego elementu podczas projektowania nowych bicyklicznych
pochodnych pirolu. W pierwszej serii badanych pochodnych (Panel A) motyw ten byt
obecny jedynie czesciowo, ze wzgledu na brak grupy karbonylowej w taczniku.

Rysunek 7. Motyw strukturalny zaproponowany przez Dogruer’a i wspotpracownikow na podstawie analizy
zwigzkow o aktywnosci przeciwbolowej [101].

Figure 7. Structural motif proposed by Dogruer et al. based on the analysis of compounds with analgesic
activity [101].
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Polagczenie wynikéw badan eksperymentalnych pierwszej serii, analizy SAR,
modelowania molekularnego oraz przestanek wynikajacych z wezeéniejszych badan in
vivo i danych literaturowych stanowito podstawe do zaprojektowania zoptymalizowanej
bicyklicznej pochodnej pirolu przedstawionej na Rysunku 5 (Panel B) [92]. W jej
strukturze zachowano podstawnik n-butylowy w pozycji 5 ukladu pirolo[3.,4-
c]pirolowego, zastosowano fragment 2-fluorofenylopiperazynowy oraz wprowadzono
lacznik oksoetylowy zachowujac motyw strukturalny opisany przez Dogruer’a
i wspolpracownikow. Tym samym projektowana czasteczka (5-butyl-4,6-dimetylo-2-
{[4-(o-fluorofenylo)-1-piperazynylo]-2-oksoetylo} -pirolo[3,4-c]pirolo-1,3(2H,5 H)-di-
on) taczyta elementy wytypowane na podstawie wcze$niejszych badan biologicznych
i analizy SAR z przestankami wynikajacymi z badan in vivo oraz analizy struktur
zwigzkow o udokumentowanej aktywnosci farmakologiczne;.

Zoptymalizowana pochodng zsyntetyzowano metodami klasycznej syntezy
a jej
rentgenografia strukturalng [92]. W badaniach in vitro zwiazek hamowat COX-2
z wartoscig IC,,= 39,87 uM oraz COX-1 z wartoscia IC,= 98,75 puM. Dla
referencyjnego meloksykamu wartosci I1C,, wynosity odpowiednio 52,34 i 81,08 uM,

natomiast wspotczynnik selektywnosci COX-2/COX-1 wynosit 0,40 dla badanego

organicznej, struktur¢ potwierdzono metodami spektroskopowymi oraz

zwigzku 1 0,64 dla meloksykamu. Wyniki te wskazywaly na wigksza preferencje
hamowania COX-2 przez zoptymalizowana pochodng w poréwnaniu z meloksykamem
zastosowanym tescie enzymatycznym [92].

W modelu komérkowym wykorzystujacym chondrocyty TC28a2 poddane
stresowi oksydacyjnemu indukowanemu przez H,O, przy nizszych badanych
stezeniach zwiazku (10 i 50 pM) obserwowano ponadto efekt cytoprotekcyjny oraz
zmniejszenie poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) [92].

Najwazniejsze wyniki kolejnych etapow badan eksperymentalnych i obliczeniowych
oraz

ich znaczenie dla dalszej charakterystyki i optymalizacji bicyklicznych

pochodnych pirolu zestawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Kluczowe wyniki badan eksperymentalnych i obliczeniowych bicyklicznych pochodnych pirolu
oraz ich znaczenie dla dalszych badan

Table 1. Key experimental and computational results for bicyclic pyrrole derivatives and their significance for
further studies

Kl iki B i
Badane zwiazki uczowe wyniid . ad?f"a Znaczenie wynikow
eksperymentalne in silico
ICso COX-1= 94,3-180,7 .
50 . Wiyniki badan
uM; ICso COX-2= 42,5 - | Dokowanie  molekularne biologicznveh i analiza
53.9 uM; COX-2/COX- | do COX-l i COX2: | ARg Y tmostinily
Pierwsza seria 1= 024 - 049* | analiza przewidywanego Wtvbowanie
(Panel A) [67] Meloksykam: ICsq COX- | sposobu wigzania i yup
B ) . , . pochodnych do
1= 85,8 uM; ICso COX- | oddziatywan ligand— oalebionei
2= 573 uM; COX- | enzym posie ! .
2/COX-1= 0.67 charakterystyki
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hamowanie 15-LOX, .
P Poszerzenie
wlasciwosci :
. .. charakterystyki
przeciwutleniajace, Przewidywanie wybranych | biologicznej i analiz
Wybrane pochodne | oddziatywania z L yw wybrany & ! .y
. wlasciwosci SAR oraz wskazanie
(Panel A) [93] modelami bton . . ,
) farmakokinetycznych kierunkow dalszych
komérkowych oraz modvfikacii
biatkami osocza (HSA, str k); raan ch
AGP) e
IC5o COX-2= 39,87 uM;
IC5o COX-1= 98,75 uM;
COX-2/COX-1=  0,40. Poglebiona
Meloksykam: Obliczenia kwantowo- | charakterystyka
Zwiazek (Panel B) odpowiednio 52,34 uM; | chemiczne; dokowa?ie -zwiqzku . oraz
92] 81,08 uM; 0,64. W | molekularne; analizy | interpretacja
modelu TC28a2/H,0, | RDG/QTAIM; dynamika | molekularnych podstaw
przy nizszych badanych | molekularna BOMD obserwowanej
stezeniach obserwowano aktywnosci biologicznej
efekt cytoprotekcyjny i
zmniejszenie ROS

* Dla zwigzkow, dla ktorych mozliwe byto wyznaczenie wspotczynnika COX-2/COX-
1.

W celu poglebienia charakterystyki molekularnej zoptymalizowanej pochodnej
przeprowadzono analizy in silico, obejmujace obliczenia kwantowo-chemiczne,
dokowanie molekularne oraz symulacje metoda dynamiki molekularnej [92]. Obliczenia
kwantowo-chemiczne umozliwily analize parametrow geometrycznych i struktury
elektronowej czasteczki. Analiza struktury krystalicznej wykazata obecno$é
wewnatrzczasteczkowego oddziatywania C—H---F stabilizujacego jej konformacje.
Zastosowanie zredukowanego gradientu gestosci elektronowej (ang. Reduced Density
Gradient, RDG) [102] oraz kwantowej teorii atoméw w czasteczkach (ang. Quantum
Theory of Atoms in Molecules, QTAIM) [103] umozliwito dodatkowo charakterystyke
oddzialywan niekowalencyjnych wystgpujacych w badanym zwigzku oraz zwigzkach
referencyjnych. Dokowanie molekularne przeprowadzono z wykorzystaniem struktur
COX-1 i COX-2, a wyniki uzyskane dla zoptymalizowanej pochodnej poréwnano
z wynikami dla meloksykamu, rofekoksybu i tiaramidu [92]. Analiza przewidywanego
sposobu wiazania zoptymalizowanej pochodnej z ludzkim enzymem COX-2 (PDB:
5KIR) wskazata na udziat oddziatywan n—n, n—o, n—alkilowych, van der Waalsa oraz
stabych wiazan wodorowych. W oddzialywaniach tych uczestniczyly m.in. reszty
Phe518, Trp387, His90, Leu352, Val523, Met522, Ser353 i Arg513. Wyniki te
pozwolity na scharakteryzowanie przewidywanego sposobu wigzania badanej
pochodnej w miejscu aktywnym COX-2. W koncowym etapie analiz przeprowadzono
symulacje metoda dynamiki molekularnej Borna—Oppenheimera (BOMD) [92].
Symulacje prowadzono w temperaturze 300 K, w statej objetosci i temperaturze (NVT),
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a czas symulacji wynosit okoto 19 ps z ktérych 2 ps zostaly potraktowane jako czas
potrzebny na zrownowazenie ukladu. Analizowano rozklady parametrow geometry-
cznych wigzan wodorowych wystepujacych w badanych kompleksach. Dla kompleksu
zoptymalizowanej pochodnej z COX-2 zidentyfikowano cztery wiagzania wodorowe
z udzialem reszt Phe518, Ser353, Met522 i1 Leu352. Najczgéciej obserwowane
odlegtoéci miescily si¢ w zakresie okoto 2,2-2,5 A, a odpowiadajace im katy wynosity
okoto 130-170°. Wyniki wskazywaly na udzial slabych wigzan wodorowych
w stabilizacji potozenia badanej pochodnej w miejscu wigzagcym COX-2 [92]. Laczna
analiza wynikow eksperymentalnych i obliczeniowych umozliwita poglebiona
charakterystyke bicyklicznych pochodnych pirolu oraz wskazanie elementéw
strukturalnych 1 oddzialywan molekularnych mogacych mie¢ znaczenie dla ich
aktywnosci hamujacej wobec cyklooksygenaz. Wyniki uzyskane dla pierwszej serii
pochodnych, wraz z analiza SAR, wczes$niejszymi wynikami badan in vivo oraz
przestankami wynikajacymi z danych literaturowych, stanowity podstawe racjonalnych
modyfikacji strukturalnych. Zachowanie podstawnika n-butylowego, zastosowanie
fragmentu 2-fluorofenylopiperazynowego oraz wprowadzenie facznika
oksoetylenowego doprowadzity do otrzymania zoptymalizowanej pochodnej, ktora
w zastosowanym te§cie enzymatycznym wykazywala wigksza preferencje hamowania
COX-2 niz referencyjny meloksykam. Uzupelnienie badan eksperymentalnych
metodami in silico umozliwilo charakterystyke przewidywanego sposobu wigzania
oraz oddzialywan mogacych uczestniczy¢é w stabilizacji kompleksu z COX-2.
Przedstawione badania stanowia przyktad synergii badan eksperymentalnych
i modelowania molekularnego w racjonalnym projektowaniu i dalszej optymalizacji
nowych  bicyklicznych  pochodnych  pirolu o  potencjalnym  znaczeniu
farmakologicznym.

UWAGI KONCOWE

Synergia badan eksperymentalnych i metod modelowania molekularnego
w  poszukiwaniu zwigzkow aktywnych biologicznie stanowi obecnie jedno
z najwazniejszych podejs¢ we wspdlczesnym odkrywaniu i projektowaniu lekow.
Wspotczesna medycyna i farmacja staja przed coraz wigkszymi wyzwaniami,
zwigzanymi miedzy innymi z narastajagcg antybiotykoopornos$cia oraz wciaz
ograniczonymi mozliwosciami skutecznego leczenia wielu chorob
neurodegeneracyjnych i nowotworowych. Komputerowo wspomagane projektowanie
lekow (CADD) daje mozliwo$§¢ bardziej racjonalnego prowadzenia badan, poniewaz
dzigki wykorzystaniu modeli obliczeniowych oraz wiedzy zgromadzonej
w specjalistycznych bazach danych pozwala wytypowa¢ najbardziej obiecujace zwigzki
do dalszej syntezy i badan biologicznych. Dodatkowo umozliwia wstgpna oceng
wlasciwosci biologicznych 1 farmakokinetycznych projektowanych czasteczek na
drodze analiz in silico, jeszcze przed rozpoczeciem badan eksperymentalnych. Sama
predykcja nie jest jednak wystarczajaca i wymaga potwierdzenia w badaniach ekspery-
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mentalnych. Dlatego tez istotng rol¢ nadal odgrywaja klasyczne metody syntezy
organicznej, badania biologiczne oraz rozwigzania umozliwiajace efektywne
otrzymywanie nowych bibliotek zwigzkow, takie jak chemia kombinatoryczna. Dopiero
Wzajemne uzupelnianie si¢ metod eksperymentalnych i obliczeniowych pozwala na
racjonalne projektowanie nowych substancji biologicznie czynnych. Przedstawione
W niniejszym opracowaniu krotkie wprowadzenie do komputerowo wspomaganego
projektowania lekow oraz zaprezentowane wyniki badan nad bicyklicznymi
pochodnymi pirolu pokazuja, ze podejscie interdyscyplinarne stanowi klucz do
racjonalnego projektowania zwigzkow o oczekiwanej aktywnosci biologiczne;j.
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ABSTRACT

Molecular modeling has become an important tool for investigating antioxidant
activity at the molecular level and for understanding the mechanisms responsible for
free radical scavenging. This review presents the current theoretical approaches used
to analyze antioxidant mechanisms with particular emphasis on thermodynamic and
kinetic aspects of radical reactions. The major pathways involved in antioxidant
activity are discussed, including hydrogen atom transfer (HAT), proton-coupled
electron transfer (PCET), sequential electron transfer—proton transfer (SET-PT),
sequential proton loss electron transfer (SPLET), and radical adduct formation (RAF).
Special attention is devoted to the thermodynamic descriptors commonly applied in
computational studies, such as bond dissociation enthalpy (BDE), ionization potential
(IP), proton affinity (PA), proton dissociation enthalpy (PDE), electron transfer
enthalpy (ETE), and Gibbs free energy changes (AG). The review also highlights the
importance of kinetic parameters, particularly activation free energy (AGY) and
reaction rate constants obtained from transition state theory (TST), for reliable
prediction of antioxidant efficiency. The role of solvent effects, stabilization of ionic
species in polar media, and quantum tunneling corrections in proton and hydrogen
atom transfer reactions is discussed in detail. Furthermore, the advantages and
limitations of density functional theory (DFT) methods in the description of antioxidant
reactivity are addressed. The presented analysis demonstrates that a comprehensive
evaluation of antioxidant activity requires the integration of both thermodynamic and
kinetic approaches as well as consideration of environmental effects. Molecular
modeling therefore provides valuable insight into structure—activity relationships and
supports the rational design of new compounds with potential antioxidant and
biological properties.

Keywords: antioxidant properties, antioxidant mechanisms, thermodynamics, kinetics
Stowa kluczowe: wlasciwosci antyoksydacyjne, mechanizmy antyoksydacyjne,
termodynamika, kinetyka
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WPROWADZENIE

Antyoksydacyjno$§¢ na poziomie molekularnym odnosi si¢ do zdolnosci
czasteczki do przeciwdziatania procesom oksydacyjnym wywotywanym przez reaktywne
formy tlenu i azotu, czyli reactive oxygen species (ROS) oraz reactive nitrogen species
(RNS) [1,2], ktoére moga inicjowaé kaskady uszkodzen lipidow, biatek oraz DNA [1-6].
Mechanizm dzialania antyoksydantow nie jest jednolity i obejmuje roézne sposoby
ochrony organizmu, takie jak: bezposrednie zmiatanie wolnych rodnikéw poprzez
transfer atomu wodoru lub elektronu [7-10], chelatacj¢ jondw metali przejsciowych
katalizujagcych reakcje Fentona [11], wygaszanie tlenu singletowego [12,13] czy
regeneracje¢ utlenionych biomolekut [14,15]. Sposrdd tych strategii szczegdlne znaczenie
w chemii obliczeniowej ma bezposrednia neutralizacja rodnikéw (direct radical
scavenging), polegajaca na reakcji antyoksydanta z wolnym rodnikiem, prowadzacej do
powstania bardziej stabilnych produktéw nierodnikowych lub mniej reaktywnych
rodnikéw wtornych [16-20]. Proces ten moze zachodzi¢ roéznymi S$ciezkami
elementarnymi, najczgsciej poprzez przeniesienie atomu wodoru (ang. hydrogen atom
transfer, HAT), sprz¢zony transfer protonu i elektronu (ang. proton-coupled electron
transfer, PCET) sekwencyjny transfer elektronu i protonu (ang. single electron transfer
followed by proton transfer, SET-PT), sekwencyjng utrat¢ protonu i transfer elektronu
(ang. sequential proton loss electron transfer, SPLET) lub tworzenia adduktu
rodnikowego (ang. radical adduct formation, RAF). Preferencja danego mechanizmu
zalezy od struktury antyoksydanta, sSrodowiska reakcji oraz wtasciwosci rodnika.

Preferencja poszczegolnych $ciezek reakcji moze by¢ analizowana na podstawie
parametrow termodynamicznych opisujacych elementarne etapy reakcji rodnikowych.
Do najczesciej stosowanych wielkosci naleza: entalpia dysocjacji wigzania (ang. bond
dissociation enthalpy, BDE), potencjal jonizacji (ang. ionization potential, 1P), entalpia
dysocjacji protonu (ang. proton dissociation enthalpy, PDE), powinowactwo protonowe
(ang. proton affinity, PA) oraz entalpia transferu elektronu (ang. electron transfer
enthalpy, ETE). Parametry te pozwalajg okresli¢ energetyczne uwarunkowania
poszczegolnych etapdw reakcji oraz oceni¢ zdolno$¢ badanych czasteczek do
neutralizacji wolnych rodnikow w réznych warunkach srodowiskowych. Jednak sama
charakterystyka energetyczna procesu nie przesadza o rzeczywistej aktywnosci
antyoksydacyjnej, poniewaz kluczowa rol¢ odgrywaja réwniez czynniki kinetyczne [21],
dlatego w badaniach obliczeniowych analizuje si¢ takze energi¢ swobodna aktywacji
(AGY) oraz wyznacza state szybkosci reakcji w oparciu o teori¢ stanu przejsciowego (ang.
transition state theory, TST). Podejécie to umozliwia ocene szybkosci reakcji pomiedzy
antyoksydantem a rodnikami oraz okreSlenie, czy dany proces moze skutecznie
konkurowa¢ z reakcjami utleniania zachodzacymi w §rodowisku biologicznym.

Modelowanie molekularne stanowi obecnie jedno z kluczowych narzedzi w
badaniu mechanizmoéw antyoksydacyjnych, poniewaz umozliwia analize reaktywnosci
czasteczek na poziomie atomowym oraz identyfikacje najbardziej reaktywnych miejsc w
czasteczce. Metody chemii kwantowej pozwalaja przewidywaé parametry
termodynamiczne i kinetyczne reakcji rodnikowych, a takze analiz¢ wptywu srodowiska
reakcji, efektow rozpuszczalnikowych oraz struktury czasteczki na aktywnosc¢
antyoksydacyjna badanych zwiazkow. Badania te maja szczegolne znaczenie ze wzgledu
na kluczowa rolg stresu oksydacyjnego w patogenezie wielu chorodb, takich jak choroby
neurodegeneracyjne [22,23], nowotwory [24,25] czy schorzenia uktadu sercowo-
naczyniowego [26,27]. Zrozumienie mechanizméw neutralizacji wolnych rodnikow na
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poziomie molekularnym umozliwia racjonalne projektowanie nowych zwiazkow o
wiasciwos$ciach antyoksydacyjnych oraz oceng ich potencjalnej aktywnosci biologicznej
juz na etapie badan teoretycznych.

1. KLASY ANTYOKSYDANTOW

Antyoksydanty stanowig zroznicowang grupe zwiazkow chemicznych oraz
uktadow biologicznych, ktore mozna klasyfikowa¢ zarowno ze wzgledu na ich budowe,
jak i pochodzenie [28,29]. W niniejszym opracowaniu uwzgledniono przede wszystkim
zwiazki naturalnie wystepujace w organizmach zywych oraz w produktach spozywczych,
wiele z nich posiada swoje syntetyczne analogi stosowane w formie suplementow.
Przyjety podzial obejmuje niskoczasteczkowe zwiazki organiczne, metabolity wtérne
roslin oraz endogenne sktadniki organizmu, takie jak peptydy i enzymy. Zestawienie tych
klas, wraz z reprezentatywnymi przykladami oraz najczestszymi zrédlami ich
wystgpowania, przedstawiono w

Tabela 1.

Wsrod antyoksydantow szczegdlne miejsce zajmuja zwiazki pochodzenia
roslinnego, ktore stanowig podstawowe zrddlo tych substancji w diecie [28,30]. Do
najwazniejszych nalezg polifenole, obejmujace liczne podgrupy, takie jak flawonoidy,
antocyjany czy kwasy fenolowe [30,31]. Ich szerokie wystgpowanie w owocach,
warzywach, herbacie, kakao oraz produktach zbozowych sprawia, ze odgrywaja istotna
role w codziennej podazy antyoksydantow. Kolejng wazng grupe zwigzkow stanowia
karotenoidy, odpowiedzialne za intensywne zabarwienie wielu roslin, ktore s3 obecne w
warzywach i owocach oraz stanowig istotny sktadnik diety [32,33]. Fitosterole, cho¢
mniej zréznicowane strukturalnie, rowniez wystepuja powszechnie w produktach
roslinnych, zwlaszcza w olejach, orzechach i nasionach [34,35].

Istotng grupe antyoksydantéw stanowig witaminy i kofaktory, ktére pelniag
funkcje ochronne zaréwno w Srodowisku wodnym, jak i lipidowym [36,37]. Ich obecnos¢
w diecie, zwlaszcza w $wiezych produktach roslinnych oraz ttuszczach roslinnych,
odgrywa kluczowa role w utrzymaniu rownowagi oksydacyjnej organizmu. Niektore
antyoksydanty, takie jak koenzym Q10 moga by¢ zar6wno dostarczane z pozywieniem
(tzw. antyoksydanty egzogenne), jak i syntetyzowane w organizmie (tzw. antyoksydanty
endogennie) [38,39]. Do antyoksydantéw endogennych naleza migdzy innymi enzymy
oraz peptydy. Enzymy antyoksydacyjne, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza
czy peroksydaza glutationowa, stanowig integralny element systemu obrony komorkowej
przed stresem oksydacyjnym i wystepuja we wszystkich organizmach tlenowych [40].
Ich aktywno$¢ zalezy od obecnosci jonéw metali oraz odpowiednich warunkéw
srodowiskowych. Z kolei peptydy antyoksydacyjne, zaréwno endogenne, takie jak
glutation czy karnozyna, jak i powstajace w wyniku hydrolizy biatek pokarmowych,
stanowig istotne uzupekienie tego systemu [41,42].

Zwigzki zawierajace siarke stanowig odrebng klas¢ antyoksydantow,
obejmujaca zar6wno zwiazki endogenne, jak i sktadniki diety. Wystepuja migdzy innymi
w warzywach kapustnych oraz ro$linach z rodzaju Allium, a ich wlasciwosci
antyoksydacyjne wynikaja gtownie z obecnosci grup tiolowych lub innych form siarki o
wysokiej reaktywno$ci chemicznej [43,44].

Uzupelieniem zestawienia s3 inne naturalne zwigzki o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych, takie jak melatonina, bilirubina czy ergotioneina, ktore cho¢ mniej
rozpowszechnione, pelnig istotne funkcje w organizmie [45-47]. Wystepuja one
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Takie uporzadkowanie klas antyoksydantow podkresla ich duza r6znorodnos¢
strukturalng oraz wskazuje na szerokie spektrum zrdédet, zar6wno dietetycznych, jak i

endogennych.

Tabela 1. Klasy antyoksydantow, reprezentatywne zwiazki oraz ich gtdwne Zrodta wystgpowania.

Table 1. Classes of antioxidants, representative compounds, and their main sources of occurrence.

Klasa

antyoksydantéw Zwiazki / uklady Zrodla wystepowania Cytowanie
kwercetyna, kemferol, myrycetyna, fisetyna,
katechina, epikatechina, epigalokatechina, S T
luteolina, apigenina, naringenina, hesperetyna, o WalZywa, e
il A L kakao, wino, zboza, rosliny
Polifenole ge.n¥stema, dald;elna, 4 amdyn.a, stragczkowe, orzechy i nasiona Bl
delphinidyna, malwidyna, pelargonidyna, iofa i > liwki i > 69]
resweratrol, pterostilben, kwas galusowy, 21012 1 przyprawy, oliwKi 1
kwas kawowy, kwas ferulowy, kwas p- Ol 2 Ol L
kumarynow, kwas rozmarynowy
migso (szczegblnie podroby
— serce, watroba), ryby, oleje
ubichinon (CoQ10), ubichinol (zredukowana roslinne (sojowy, [38,39,70—
Koenzym Q10 forma CoQ10) rzepakowy), orzechy, 72]
nasiona, produkty
petnoziarniste
oleje roslinne
(stonecznikowy, rzepakowy,
Fitosterole B-sitosterol, kampesterol, stigmasterol, A5- kukurydziany), orzechy, [34,35,73—
avenasterol, sitostanol nasiona, produkty 76]
pelnoziarniste, rosliny
straczkowe
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza endogenna synteza, produkty
Enzymy (CAT), peroksydaza glutationowa (GPx), bo ga te w S}én 7n ’Cpu Mn: [29,40,77—
antyoksydacyjne reduktaza glutationowa (GR), peroksydazy S P 84]
(PRX), tioredoksyna, reduktaza tioredoksyny migso, ryby, jaja, orzechy
glutation (GSH), karnozyna, anseryna, .
balenina, inne peptydy histydynowe , IS0, gby, produkty
Peptydy entydy cysteinowe. bioaktywne peptydy z mleczne, jaja, hydrolizaty [28,41,42,8
antyoksydacyjne peptydy cy T v peptydy biatek (serwatka, kazeina), 5-91]
hydrolizatéw biatek (np. Val-Tyr, Ile-Tyr, po .
Leu-Leu-Pro-His) roéliny straczkowe, zboza
Witaminy i witamina C, witamina E (a-, p-, y-tokoferol, Or‘z’;‘l’fyez‘ﬁﬂ) Zg";‘:;;;wa [36,37,92—
kofaktory tokotrienole), kwas liponowy, lidciaste. ;)ro dukty zwierzece 96]
B-karoten, a-karoten, likopen, luteina, mag(;l:lei\;v, ;Zﬁ;ioxgy;r];?r\)gka’ [32,33,97
Karotenoidy zeaksantyna, asgalksantytna, kryptoksantyna, [ 99]
coxantyna cytrusowe
Zwiazki siarkowe allicyna, ajoen, sulforafan, izotiocyjaniany, czosnek, cebula, por, brokut, [43,44,100—
diallilodisulfid kapusta, kalafior, brukselka 104]
melatonina, kwas moczowy, bilirubina, d " . [45—
Inne naturalne tauryna, kreatyna, kwas ferulowy (wolny), endogenna synteza, mieso, 47,105—

ergotioneina

ryby, zboza, grzyby, owoce

108]




1456 K. CZAJA, A. BUCZEK

2. MECHANIZMY DZIALANIA ANTYOKSYDANTOW

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna zwigzkoéw chemicznych jest wynikiem ztozonej
konkurencji réznych mechanizméw reakcji, ktdrych znaczenie zalezy zaré6wno od
struktury czasteczki, jak i srodowiska reakcji. W podejséciu teoretycznym kluczowe jest
jednoczesne uwzglednienie aspektow termodynamicznych oraz kinetycznych, poniewaz
same parametry energetyczne nie sa wystarczajace do przewidywania rzeczywistej
reaktywnosci uktadu [21]. Podstawowe mechanizmy dziatania antyoksydantow
fenolowych przedstawiono na Rysunek 1

e [0
[ArOH-RT |

v

(i

o7 e
o BDE -e- o0

manf_,, -
S A

()

PDE

-H

Rysunek 1. Schemat glownych mechanizméw dziatania antyoksydacyjnego zwigzku (ArOH). Schemat
obejmuje bezposredni transfer atomu wodoru (HAT) (I), sprz¢zony transfer protonu i elektronu (PCET) (II),
sekwencyjny transfer elektronu i protonu (SET-PT) (IIL, III’), sekwencyjna utrate protonu i transfer elektronu
(SPLET) (IV,IV’) oraz tworzenie adduktu rodnikowego (RAF) (V). R™ oznacza wolny.

Figure 1. Schematic diagram of the main mechanisms of the antioxidant action of the compound (ArOH). The
diagram illustrates direct hydrogen atom transfer (HAT) (I), coupled proton and electron transfer (PCET) (II),
sequential electron and proton transfer (SET-PT) (IIL, III"), sequential proton loss and electron transfer (SPLET)
(IV, IV’) and the formation of a radical adduct (RAF) (V). R denotes free.



MODELOWANIE MOLEKULARNE 1457

2.1 HAT - TRANSFER ATOMU WODORU

Jednym z najczgéciej rozpatrywanych mechanizmow jest transfer atomu wodoru
(HAT), przedstawiony na Rysunek 1 (mechanizm (1)) i opisany réwnaniem (1)). W
procesie tym dochodzi do homolitycznego rozerwania wigzania O—H i bezposredniego
przeniesienia atomu wodoru (He) do rodnika:

ArOH + R+ — ArO- + RH (1)

Proces ten prowadzi do powstania rodnika fenoksylowego ArOe, ktorego stabilnos¢
odgrywa kluczowsa role¢ w efektywnosci dziatania antyoksydacyjnego. Stabilizacja tego
rodnika zachodzi przede wszystkim poprzez delokalizacj¢ niesparowanego elektronu w
obrebie uktadu aromatycznego, a takze dzigki obecno$ci podstawnikow donorowych lub
akceptorowych, ktore moga wplywaé¢ na rozklad gestosci elektronowej [109].
Mechanizm HAT ma szczegdlne znaczenie w przypadku zwiazkéw zawierajacych grupy
fenolowe lub wigzania X—H o niskiej energii dysocjacji, takich jak polifenole, witaminy
(np. tokoferole) oraz peptydy o wiasciwosciach antyoksydacyjnych. W tego typu
uktadach niska warto§¢ energii dysocjacji wigzania (BDE) O—-H lub N-H sprzyja
efektywnemu przekazaniu atomu wodoru oraz stabilizacji powstajacego rodnika.
Mechanizm ten moze rowniez odgrywacé istotng role w przypadku zwigzkow siarkowych
zawierajacych grupy S—H, a takze niektérych lekow o charakterze fenolowym lub
benzylicznym. Zestawienie klas zwigzkoéw, w ktoérych mechanizm HAT odgrywa istotng
role, przedstawiono w tabeli 2.

Podstawowym parametrem termodynamicznym opisujacym mechanizm HAT
jest energia dysocjacji wigzania O—H (BDE), ktora bezposrednio odzwierciedla energie
potrzebng do oderwania atomu wodoru. Nizsze warto§ci BDE wskazuja na wigksza
zdolnos¢ zwiagzku do dziatania jako donor atomu wodoru, a tym samym na potencjalnie
wyzsza aktywnos¢ antyoksydacyjng [109]. Nalezy jednak podkresli¢, ze sama wartos$¢
BDE nie jest wystarczajaca do pelnej oceny reaktywnos$ci, poniewaz nie uwzglednia ona
czynnikow kinetycznych [21]. W ujeciu termodynamicznym BDE definiuje si¢ jako
roznice entalpii pomiedzy produktami a substratem reakcji homolitycznego rozerwania
wigzania O—H, co opisuje réwnanie 2:

BDE = H(ArO+) + H(He) — H(ArOH) )

gdzie H oznacza entalpi¢ uktadu, ArOH jest czasteczka antyoksydantu, ArOe odpowiada
powstatemu rodnikowi fenoksylowemu, natomiast He oznacza atom wodoru.
Z punktu widzenia kinetyki kluczowym parametrem opisujacym mechanizm HAT jest
energia aktywacji (AGY), ktora bezposrednio determinuje szybko$¢ reakcji. W wielu
przypadkach obserwuje si¢, ze procesy HAT mogg by¢ dodatkowo przyspieszane przez
efekty tunelowania kwantowego protonu, szczego6lnie w uktadach, w ktorych transfer
wodoru zachodzi na krotkich dystansach oraz przy sprzyjajacej geometrii kompleksu
reakcyjnego. W zwigzku z tym analiza kinetyczna, obejmujaca zarowno klasyczne
podejscie teorii stanu przejsciowego, jak i poprawki uwzgledniajace tunelowanie (np.
korekcj¢ Wignera), jest niezbedna do wiarygodnego opisu mechanizmu HAT [21].
Istotnym czynnikiem wplywajacym na przebieg reakcji HAT jest rowniez
srodowisko reakcji. W fazie gazowej mechanizm ten czgsto dominuje ze wzglgdu na brak
stabilizacji jonowych form posrednich. Natomiast w $rodowiskach polarnych
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konkurencyjne mechanizmy, takie jak SPLET czy SET-PT, moga sta¢ si¢ bardziej
uprzywilejowane energetycznie [110,111]. Niemniej jednak, nawet w roztworach
polarnych mechanizm HAT moze pozostawa¢ dominujaca Sciezka, jesli bariera aktywacji
jest nizsza niz dla alternatywnych mechanizméw [111,112].

2.2 PCET - SPRZEZONY TRANSFER PROTONU I ELEKTRONU

Sprzezony transfer protonu i elektronu (PCET) stanowi kolejny istotny
mechanizm dziatania antyoksydacyjnego. Zostal on przedstawiony na rysunku 1
(mechanizm (II)) i opisany rownaniem (1)). W odroznieniu od klasycznego mechanizmu
HAT, proces PCET polega na jednoczesnym lub skorelowanym przeniesieniu protonu
(H") i elektronu (e7), ktére mogg by¢ przekazywane zar6wno do tego samego, jak i do
roznych akceptorow [113]. Cho¢ formalnie réwnanie reakcji jest identyczne jak w
przypadku mechanizmu HAT, mechanizm PCET ro6zni si¢ naturg procesu elementarnego,
poniewaz transfer protonu i elektronu nie musi zachodzi¢ jako pojedynczy, nierozdzielny
etap. W zalezno$ci od uktadu reakcyjnego oraz srodowiska, proces ten moze przebiegaé
w sposob synchroniczny lub asynchroniczny. Stopien sprzgzenia obu transferow wplywa
zardbwno na wysoko$¢ bariery energetycznej, jak i na charakter stanu przej$ciowego.
Mechanizm PCET jest szczegolnie istotny w uktadach biologicznych, gdzie rozbudowana
sie¢ wigzan wodorowych oraz obecnos¢ czasteczek rozpuszczalnika utatwiajg sprzezony
transfer protonu i elektronu. W takich warunkach sciezka PCET moze by¢ energetycznie
korzystniejsza od klasycznego mechanizmu HAT [113,114].

Podobnie jak w mechanizmie HAT, produktem reakc;ji jest rodnik fenoksylowy
ArOe, ktérego stabilno§¢ w duzym stopniu determinuje efektywno$é antyoksydacyjna
zwigzku. Jednak w przypadku mechanizmu PCET kluczowg role odgrywaja réwniez
wiasciwosci elektronowe ukladu, takie jak potencjat jonizacji (IP), powinowactwo
elektronowe rodnika oraz zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych, ktére moga
stabilizowa¢ kompleks reakcyjny i utatwia¢ transfer protonu [113,115].

Z punktu widzenia termodynamiki proces PCET nie moze by¢ opisany
wylacznie przez energi¢ dysocjacji wiagzania (BDE), poniewaz obejmuje zaro6wno
komponent protonowy, jak i elektronowy. Dlatego jego charakterystyka wymaga analizy
energii swobodnej reakcji (AG) oraz potencjatdéw redoks [116]. Z kolei w ujeciu
kinetycznym kluczowym parametrem pozostaje energia aktywacji (AG¥), ktéra podobnie
jak w przypadku mechanizmu HAT moze by¢ obnizana przez efekty tunelowania,
szczegoblnie w odniesieniu do transferu protonu [117,118].

Mechanizm PCET jest szczegodlnie istotny w $rodowiskach, w ktorych
wystepuja oddzialywania wodorowe oraz mozliwosci stabilizacji fadunkow, takich jak
roztwory polarne czy uklady biologiczne. W takich warunkach sprzezony transfer
protonu i elektronu moze prowadzi¢ do obnizenia bariery energetycznej w porownaniu z
procesami sekwencyjnymi (SET-PT lub SPLET), co czyni PCET konkurencyjna, a
niekiedy nawet dominujacg $ciezka reakcji [113,115].
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Tabela 2 Przeglad mechanizméw antyoksydacyjnych oraz odpowiadajacych im parametrow
termodynamicznych i kinetycznych dla wybranych klas zwiazkow o dziataniu przeciwutleniajacym.

Table 2. Overview of antioxidant mechanisms and their corresponding thermodynamic and kinetic parameters

for selected classes of antioxidant compounds.

Klasa Mechanizmy reakcji Parametry Parametry Cytowanie
antyoksydantéow termodynamiczne  Kinetyczne
AGI, kHAT,
Polifenole HAT, SET-PT, BDE, IP, PDE, PA,  ksret, KpcET, [95;‘6598’16119’2
SPLET, PCET, RAF ETE krar, efekty T
; 123]
tunelowania
Cykl redoks
(ubichinon/ubichinol,
obejmujacy procesy . AGH, kpcer, [52, 118,
Koenzym Q10 transferu elektronow Potenqg(l) redoks efekty 119, 123—
(ET) i sprzezonego (E%) tunelowania 125]
transferu proton—
elektron (PCET)
Fitosterole A“{?;’il;iyﬁ:qa PO“ZE‘;JO f)‘j%‘;‘)lg‘ma Brak danych  [129-131]
Dysmutacja, rozktad .
an tyljl'(‘szyy(;‘zyjne nadtlenkow, cykle Pmen"(]Eai)r edoks k, AG} [132-136]
redoks
HAT, SET-PT, AG1, Knar,
Peptydy SPLET, PCET, BDE, IP, PDE, PA,  kser, kecer,  [120,137—
antyoksydacyjne dekarboksylacja ETE efekty 141]
rodnikowa tunelowania
AGT, kuar,
Witaminy i HAT, SPLET, SET- BDE, PA, ETE, kser, kpcer,  [124,142-
kofaktory PT, PCET PDE, IP efekty 145]
tunelowania
kinetyka ET
Karotenoidy SET, PCET, RAF IP, EA (teoria [146-149]
Marcusa)
AG1, knar,
Zwiazki siarkowe HAT, SET, PCET BDE (S-H), IP, E®  kpcer, efekty  [150-152]
tunelowania

2.3 SET-PT — SEKWENCYJNY TRANSFER ELEKTRONU I PROTONU

Mechanizm sekwencyjnego transferu elektronu i protonu (ang. Single Electron
Transfer - Proton Transfer, SET-PT), pokazany na rysunku 1 (mechanizmy (III) i (IIT")
), stanowi alternatywna S$ciezke neutralizacji wolnych rodnikoéw, szczegélnie w
srodowiskach sprzyjajacych stabilizacji form jonowych. W odréznieniu od mechanizmu
HAT, proces ten przebiega etapowo i obejmuje najpierw transfer elektronu z czasteczki
antyoksydantu do rodnika (réwnanie 3), prowadzacy do powstania kationorodnika
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ArOH*, a nastgpnie jego deprotonacj¢ (rownanie 3”), w wyniku ktorej powstaje rodnik
fenoksylowy ArOs. W koficowym etapie proton H' reaguje z anionem rodnikowym R”,
prowadzac do utworzenia czasteczki RH (réwnanie 37):

ArOH + Re — ArOH'*e + R~ 3)
ArOH'e — ArOe+ H" (3”)
R +H'— RH (3”)

Kluczowym czynnikiem determinujacym przebieg mechanizmu SET-PT jest
stabilnos¢ kationorodnika powstajacego w pierwszym etapie, ktora warunkuje mozliwo$¢
zaj$cia dalszej deprotonacji. W konsekwencji o efektywnosci tego mechanizmu decyduja
wiasciwosei elektronowe czasteczki, w tym zdolno$¢ do oddawania elektronu oraz
stabilizacja form natadowanych w danym §rodowisku [109-111,120].

Mechanizm SET-PT obserwuje si¢ gldwnie w przypadku zwigzkéw o
korzystnych wtasciwos$ciach redoks, takich jak wybrane polifenole, witaminy czy inne
uktady aromatyczne zdolne do stabilizacji kationorodnika poprzez rezonans [109,120].
Moze on réwniez odgrywac istotng role w przypadku niektérych lekéw o charakterze
donorowym lub zawierajacych sprzezone uklady z [120]. Odpowiednie klasy zwiazkow,
dla ktorych mechanizm ten ma istotne znaczenie, zestawiono w tabeli 2.

Opis termodynamiczny mechanizmu SET-PT opiera si¢ przede wszystkim na
dwoch wielko$ciach: potencjale jonizacji (IP), zwigzanym z etapem oderwania elektronu
(rownanie 4) oraz entalpii dysocjacji protonu (PDE), odpowiadajacej drugiemu etapowi
reakcji (rdwnanie 5). Niska warto§¢ IP sprzyja inicjacji procesu, natomiast korzystna
warto$¢ PDE utatwia przejscie do produktu koncowego [120,142,144]. W ujeciu
termodynamicznym parametry te definiuje si¢ nastgpujaco:

IP = H(ArOH"* ) + H(e—) — H(ArOH) (4)
PDE = H(ArOs) + H(H+) — H(ArOH"*) (5)

gdzie H oznacza entalpi¢ ukladu, ArOH jest czgsteczkg antyoksydantu, ArOH'e
odpowiada kationorodnikowi powstajacemu po oderwaniu elektronu, ArOe jest
rodnikiem fenoksylowym, natomiast e— i H+ oznaczaja odpowiednio elektron oraz
proton.

Z kinetycznego punktu widzenia etap transferu elektronu czesto stanowi krok
decydujacy o szybkos$ci calego procesu. Jego przebieg moze by¢ istotnie modulowany
przez oddzialywania z otoczeniem, w tym przez reorganizacj¢ rozpuszczalnika oraz
stabilizacj¢ stanéw przejsciowych [110,112].

Wplyw srodowiska reakcji jest w przypadku mechanizmu SET-PT szczegdlnie
wyrazny. W warunkach gazowych proces ten jest zazwyczaj niekorzystny energetycznie
ze wzgledu na brak stabilizacji jonéw. Natomiast w rozpuszczalnikach polarnych, takich
jak woda czy alkohole, efektywna solwatacja kationorodnika oraz protonu prowadzi do
obnizenia barier energetycznych, co sprzyja realizacji tej $ciezki reakcji i moze czynic ja
konkurencyjna wzglgdem mechanizmu HAT [112,119].
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2.4 SPLET - SEKWENCYJNA UTRATA PROTONU I TRANSFER
ELEKTRONU

Mechanizm sekwencyjnej utraty protonu i transferu elektronu (SPLET),
przedstawiony na rysunku 1 (mechanizm (IV) i (IV”)), stanowi jedna z kluczowych
alternatywnych $ciezek neutralizacji wolnych rodnikéw, szczegdlnie w $rodowiskach
polarnych sprzyjajacych stabilizacji anionow [16,109—111,120]. W przeciwienstwie do
mechanizmu SET-PT, proces SPLET rozpoczyna si¢ od deprotonacji czasteczki
antyoksydantu (rownanie 6), prowadzacej do powstania anionu fenolanowego ArO~.
Nastepnie anion ten ulega transferowi elektronu do rodnika (réwnanie 6’), co prowadzi
do powstania rodnika fenoksylowy ArOe [16,111,120]. W koncowym etapie proton
reaguje z anionem rodnikowym R”, prowadzac do utworzenia stabilnej czasteczki RH
(réwnanie 6°):

ArOH — ArO~ + H* (6)
ArO~ + Re — ArOe + R~ (6”)
R +H"— RH 6)

Kluczowym etapem mechanizmu SPLET jest poczatkowa deprotonacja, ktora
umozliwia powstanie reaktywnego anionu zdolnego do efektywnego transferu elektronu.
W konsekwencji przebieg catego procesu jest w duzej stopniu determinowany przez
stabilno$¢ anionu ArO~ oraz tatwos¢ jego tworzenia [109-111,120]. Stabilizacja ta jest
szczegblnie efektywna w przypadku zwiazkéw zawierajacych grupy hydroksylowe
sprzgzone z ukladem aromatycznym, gdzie tadunek ujemny moze by¢ delokalizowany
poprzez rezonans [48,109,111].

Mechanizm SPLET obserwuje si¢ przede wszystkim w srodowiskach o wysokiej
polarnoéci oraz duzej zdolnosci do solwatacji jondw, takich jak woda czy alkohole
[110,119,120]. W takich warunkach proces deprotonacji jest energetycznie
uprzywilejowany, co wyraznie odréznia mechanizm SPLET od mechanizmu HAT, ktéry
czesciej dominuje w fazie gazowej lub srodowiskach niepolarnych [110,111,119,120].
Mechanizm SPLET ma szczegdlne znaczenie w przypadku zwigzkéw o charakterze
kwasowym, takich jak polifenole, flawonoidy czy inne antyoksydanty zawierajace grupy
—OH zdolne do dysocjacji (Tabela 2) [16,18,19,28,48,120].

Opis termodynamiczny mechanizmu SPLET opiera si¢ na dwoch podstawowych
parametrach: powinowactwie protonowym (PA), zwigzanym z etapem deprotonacji
(rownanie 7), oraz entalpii transferu elektronu (ETE), odpowiadajacej drugiemu etapowi
reakcji (rownanie 8). Niska wartos¢ PA sprzyja oderwaniu protonu, natomiast niska
warto$¢ ETE utatwia przekazanie elektronu do rodnika [111,120,142,144]. Parametry te
definiuje si¢ jako:

PA = H(ArO") + H(H") — H(ArOH) (7)
ETE = H(ArO¢) + H(e") — H(ArO") (8)

gdzie H oznacza entalpie uktadu, ArOH jest czasteczka antyoksydantu, ArO~ odpowiada
anionowi fenolanowemu, ArOe jest rodnikiem fenoksylowym, natomiast H" i e
oznaczaja odpowiednio proton oraz elektron.
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Z kinetycznego punktu widzenia etap deprotonacji moze stanowi¢ etap
determinujacy szybkos$¢ reakcji, zwlaszcza w §rodowiskach o nizszej polarno$ci. Jednak
w rozpuszczalnikach polarnych, gdzie deprotonacja zachodzi tatwo, kluczowe znaczenie
moze mie¢ drugi etap, czyli transfer elektronu. Podobnie jak w mechanizmie SET-PT,
przebieg tego etapu jest silnie zalezny od oddziatywan z otoczeniem, w tym reorganizacji
rozpuszczalnika i stabilizacji stanow przejsciowych [110,120].

Wplyw srodowiska reakcji na przebieg mechanizmu SPLET jest szczegdlnie
istotny. W fazie gazowej proces ten jest zazwyczaj niekorzystny energetycznie ze
wzgledu na brak stabilizacji jonow, natomiast w rozpuszczalnikach polarnych ulega
wyraznemu uprzywilejowaniu [110,119,120]. W konsekwencji SPLET czg¢sto dominuje
jako glowna Sciezka dziatania antyoksydacyjnego w roztworach wodnych i
alkoholowych, stanowigc konkurencyjna, a nickiedy preferowang alternatywe wzgledem
mechanizméw HAT i SET-PT [17-19,48,110,120].

2.5 RAF - TWORZENIE ADDUKTU RODNIKOWEGO

Mechanizm tworzenia adduktu rodnikowego (ang. Radical Adduct Formation,
RAF), przedstawiony na rysunku 1 (mechanizm (V)), stanowi kolejng mozliwg $ciezke
neutralizacji wolnych rodnikow przez zwigzki antyoksydacyjne. Jest on szczegdlnie
istotny w przypadku ukladéw zawierajacych wigzania nienasycone lub pierscienie
aromatyczne o podwyzszonej gestosci elektronowej [120,153,154]. W odréznieniu od
wczesniej opisanych mechanizmoéow, proces RAF nie polega na przeniesieniu atomu
wodoru, protonu ani elektronu jako odrebnego etapu, lecz na bezposrednim przytaczeniu
rodnika Re do czasteczki antyoksydantu ArOH, co prowadzi do powstania stabilniejszego
adduktu rodnikowego [R-ArOH]* (réwnanie 9) [120,153,154].

ArOH + Re — [R-ArOH]- )

W mechanizmie tym wolny rodnik atakuje reaktywne centrum czasteczki
antyoksydantu, najczeSciej zlokalizowane w obrgbie wigzania podwojnego, uktadu
aromatycznego lub innego obszaru o wysokiej gestosci elektronowej. W wyniku tego
procesu powstaje produkt posredni (addukt rodnikowy), w ktorym niesparowany elektron
ulega czesciowej delokalizacji, co moze prowadzi¢ do stabilizacji powstatego uktadu.
Skuteczno$¢ tego mechanizmu zalezy przede wszystkim od zdolno$ci czasteczki do
stabilizacji powstalego adduktu oraz od dostgpnosci sterycznej miejsca addycji
[69,122,155]. Mechanizm RAF jest szczeg6lnie istotny m.in. dla niektoérych polifenoli,
flawonoidow, karotenoidow oraz innych antyoksydantow zawierajacych rozbudowane
uktady sprzgzone (Tabela 2) [8,12,69,146].

Znaczenie mechanizmu RAF zalezy rowniez od charakteru rodnika oraz
srodowiska reakcji. Mechanizm ten moze by¢ uprzywilejowany w przypadku rodnikow
zdolnych do addycji do uktadow nienasyconych, zwtaszcza gdy proces oderwania atomu
wodoru jest termodynamicznie lub kinetycznie mniej korzystny. W $rodowiskach
zarowno polarnych, jak i niepolarnych udziat RAF moze by¢ zréznicowany, jednak w
przeciwienstwie do mechanizmow jonowych, takich jak SET-PT i SPLET, jego przebieg
nie wymaga bezposredniego powstawania swobodnych jonéw, dlatego moze on

zachodzi¢ rowniez w warunkach, w ktorych stabilizacja form natadowanych jest
ograniczona [8,110,120,153].
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Z kinetycznego punktu widzenia o efektywno$ci mechanizmu RAF decyduje
wysoko$¢ bariery aktywacji zwigzanej z przytaczeniem rodnika do okre§lonego miejsca
w czasteczee [112,120]. W zwiazku z tym, podobnie jak w przypadku mechanizmu HAT,
istotnym parametrem jest energia swobodna aktywacji (AGI), ktéra pozwala ocenié
szybkos¢ procesu i porownac reaktywno$¢ poszczegoélnych centréw addycji. Nawet jesli
utworzenie adduktu jest termodynamicznie korzystne, wysoka bariera energetyczna moze
ogranicza¢ znaczenie tej Sciezki w rzeczywistych warunkach reakcji. Z tego wzgledu
pelna ocena udzialu mechanizmu RAF w aktywnosci antyoksydacyjnej wymaga
uwzglednienia zarowno parametrow termodynamicznych, jak 1 kinetycznych
[69,121,123].

2.6 INNE MECHANIZMY DZIALANIA ANTYOKSYDANTOW

Oprocz klasycznych mechanizméw neutralizacji wolnych rodnikow, takich jak
HAT, SET-PT, SPLET, PCET czy RAF, wiele zwiazkow wykazuje aktywno$é
antyoksydacyjng poprzez alternatywne procesy chemiczne i biologiczne, ktdre nie
polegaja bezposrednio na zmiataniu wolnych rodnikow. Mechanizmy te moga dziata¢
posrednio, ograniczajac powstawanie reaktywnych form tlenu (RFT), stabilizujac inne
antyoksydanty lub modulujac przebieg reakcji utleniania w uktadach biologicznych.

Istotnym przyktadem sg uktady redoks, takie jak ubichinon i ubichinol (koenzym
Q10), obejmujacy odwracalne procesy transferu elektronow (ET) oraz sprz¢zonego
transferu protonu i elektronu (PCET). Aktywno$¢ antyoksydacyjna w tym przypadku
wynika z mozliwosci regeneracji formy zredukowanej oraz udzialu w tancuchach
transportu elektrondw, co pozwala do ograniczenie powstawania reaktywnych form
tlenu. Kluczowym parametrem opisujacym wilasciwosci takich uktadoéw jest potencjal
redoks (E°), determinujacy zdolno$¢ czasteczki do oddawania lub przyjmowania
elektronu. Nizsze warto$ci potencjatu utleniania sprzyjaja procesom transferu elektronu,
co moze zwigkszaé efektywnos¢ dziatania antyoksydacyjnego zwigzku [64,119,125].

W przypadku fitosteroli ich wptyw na aktywnos$¢ antyoksydacyjng wigze sig¢
przede wszystkim z oddzialywaniem na przebieg proceséw utleniania lipidow. Zwiazki
te moga modyfikowac kinetyke reakcji tancuchowych oraz stabilno§¢ produktow
posrednich, wplywajac tym samym na ogdlny przebieg autooksydacji lipidow [129-131].

Istotna role odgrywaja rowniez enzymy antyoksydacyjne, takie jak dysmutaza
ponadtlenkowa czy katalaza, ktore dzialaja poprzez specyficzne reakcje chemiczne
obejmujace dysmutacje rodnikow oraz rozklad nadtlenkow. Procesy te majg charakter
katalityczny 1 opieraja si¢ na cyklach redoks, w ktorych enzymy przechodza mig¢dzy
roznymi stanami utlenienia, umozliwiajac wielokrotne i efektywne usuwanie
reaktywnych form tlenu [132—-135].

W przypadku peptydow antyoksydacyjnych obserwuje si¢ takze alternatywne
sciezki reakcji, takie jak dekarboksylacja rodnikowa, prowadzaca do neutralizacji
reaktywnych czastek bez udziatu klasycznych mechanizmow transferu atomu wodor.

Karotenoidy wykazuja aktywno$¢ antyoksydacyjna gldwnie poprzez
wygaszanie standw wzbudzonych, w tym tlenu singletowego, oraz poprzez mechanizmy
transferu energii i elektronow. Kinetyka tych procesow opisywana jest czgsto w ramach
teorii Marcusa, uwzgledniajacej reorganizacj¢ uktadu oraz energi¢ aktywacji transferu
elektronu [120,137,141].

Zwiazki siarkowe, zawierajace grupy tiolowe, wykazuja aktywnos$¢
antyoksydacyjna poprzez kombinacj¢ mechanizméw, obejmujacych zaré6wno transfer
atomu wodoru, jak i reakcje redoks. Ich wysoka reaktywno$¢ wynika z obecno$¢ tatwo
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utleniajacych si¢ grup —SH, ktére moga uczestniczy¢é w reakcjach z rodnikami i
nadtlenkami [150-152].

Przedstawione procesy wykazuja, ze aktywnos¢ antyoksydacyjna nie ogranicza
si¢ wylacznie do bezposredniego zmiatania wolnych rodnikow, lecz obejmuje szerokie
spektrum oddziatywan chemicznych i biochemicznych, ktdre posrednio wpltywaja na
rownowage oksydacyjno-redukcyjng uktadu.

3. TERMODYNAMIKA I KINETYKA MECHANIZMOW
ANTYOKSYDACYJNYCH
4.

Ocena aktywno$ci antyoksydacyjnej zwiazkow chemicznych wymaga
jednoczesnego uwzglednienia aspektow termodynamicznych oraz kinetycznych. W
ujeciu termodynamicznym podstawowym parametrem opisujacym mozliwo$é zajscia
reakcji jest zmiana energii swobodnej Gibbsa (AG), ktora determinuje kierunek procesu.
W przeciwienstwie do entalpii (AH), wielkos¢ ta uwzglednia rowniez wktad entropowy,
co czyni ja bardziej adekwatng do opisu reakcji zachodzacych w warunkach
rzeczywistych, zwlaszcza w roztworach [8,58,109,112].

Dla mechanizmu HAT zmiana energii swobodnej reakcji moze by¢ zapisana
réwnaniem 10:

AGiat = G(ArO*) + G(RH) — G(ArOH) — G(Re) (10)

W przypadku mechanizmu PCET formalny zapis termodynamiczny pozostaje identyczny
(réwnanie 11), jednak mechanizm reakcji jest odmienny, poniewaz transfer protonu i
elektronu zachodzi w sposo6b skorelowany, a nie jako pojedynczy transfer atomu wodoru:

AGscer = G(ArO#) + G(RH) — G(ArOH) — G(Re) (1

Dla mechanizmu SET-PT proces przebiega dwuetapowo i obejmuje kolejno transfer
elektronu (rownanie 12) oraz deprotonacje¢ kationorodnika (réwnanie 12°):

AGsgr1 = G(ArOH™*) + G(R-) — G(ArOH) — G(R+) (12)
AGsgr2= G(ArO#) + G(H+) — G(ArOH') (12)

Analogicznie, mechanizm SPLET obejmuje najpierw deprotonacj¢ (rownanie 13), a
nastegpnie transfer elektronu (réwnanie 13°):

AGspLer 1 = G(ArO-) + G(H+) — G(ArOH) (13)
AGspLer 2= G(ArO*) + G(R-) — G(ArO-) — G(R*) (13%)

Dla mechanizmu RAF zmiana energii swobodnej reakcji przyjmuje posta¢ zgodna z
roéwnaniem 14:

AGrar = G([ArOH-R]*) — G(ArOH) — G(R+) (14)

Interpretacja wartoSci AG pozwala na oceng termodynamicznej mozliwos$ci
zajscia reakcji. Ujemna warto§¢ AG wskazuje na proces egzoergiczny i potencjalnie
spontaniczny, natomiast dodatnia warto§¢ AG oznacza proces endoergiczny, ktory w



MODELOWANIE MOLEKULARNE 1465

danych warunkach jest niekorzystny energetycznie. W praktyce przyjmuje si¢, ze reakcje
o wysokich dodatnich warto$ciach AG (powyzej okolo 20 kcal/mol) nie zachodza w
istotnym stopniu [8,112,156]. Nalezy jednak podkresli¢, ze sprzyjajacy charakter
termodynamiczny nie jest wystarczajacym  kryterium  oceny  aktywnosci
antyoksydacyjnej. Nawet reakcje egzoergiczne moga by¢ kinetycznie nieistotne, jesli
zwigzane sa z wysoka bariera energetyczna. Kluczowym parametrem kinetycznym jest
energia swobodna aktywacji (AGY), ktora determinuje szybkos¢ reakcji [21,69,112]. W
ramach teorii stanu przejSciowego stala szybkosci reakcji moze by¢ opisana rownaniem
Eyringa (réwnanie 16):
AGH

— o kBT AGH
k=«k . exp( o (16)

W tym réwnaniu kg oznacza statg Boltzmanna, h stala Plancka, T temperature, R stata
gazowa, natomiast k jest wspotczynnikiem tunelowania uwzglgdniajagcym kwantowy
efekt przejscia czastki przez barierg energetyczng. Zalezno$¢ ta wskazuje, ze niewielkie
zmiany wartosci AG{ moga prowadzi¢ do znacznych réznic w szybkosci reakcji. W
reakcjach obejmujacych transfer protonu lub atomu wodoru istotng role odgrywaja efekty
tunelowania kwantowego, ktére umozliwiaja przejscie przez barier¢ energetyczng nawet
przy energii nizszej niz jej wysokos¢. Efekty te moga znaczaco zwigkszaé wartosci
statych szybkos$ci, szczegélnie w ukladach o sprzyjajacej geometrii i niewielkiej
odlegtosci transferu [118,121,124]. W obliczeniach teoretycznych efekty tunelowania
uwzglednia si¢ poprzez odpowiednie poprawki do teorii stanu przej$ciowego. Najczesciej
stosowanym przyblizeniem jest poprawka Wignera, ktéra zaktada paraboliczny ksztatt
bariery i daje niewielkg korekte statej szybkosci. Jest fatwa w uzyciu, ale mato doktadna
dla wysokich lub asymetrycznych barier. Bardziej zaawansowanym podejSciem jest
poprawka Eckarta, pozwalajaca na doktadniejsze odwzorowanie rzeczywistego ksztattu
bariery potencjatu i jej asymetrie. Dzigki temu lepiej opisuje tunelowanie, szczego6lnie w
reakcjach z udziatem transferu protonu lub atomu wodoru [112,120,121,124]. Dla
poszczegolnych mechanizméw definiuje si¢ charakterystyczne state szybkosci (kuat,
kset, kecet, kspLeT, kraF), ktdre umozliwiaja porownanie reaktywnosci réznych centrow
molekularnych oraz identyfikacje dominujacych $ciezek reakcji w danych warunkach
[112,120,121,128].

W konsekwencji wiarygodna charakterystyka aktywno$ci antyoksydacyjnej
wymaga jednoczesnej analizy parametrow termodynamicznych i kinetycznych. Parametr
AG okresla, dostepnos¢ energetyczng procesu, natomiast AG} decyduje o jego szybkosci.
Dopiero potaczenie obu podej$¢ pozwala na identyfikacj¢ rzeczywiscie dominujacych
mechanizmow reakcji.

WNIOSKI I PERSPEKTYWY

Przeprowadzona analiza mechanizméw antyoksydacyjnych jednoznacznie
wskazuje, ze ocena aktywnosci przeciwutleniajacej zwigzkow chemicznych wymaga
jednoczesnego uwzglednienia aspektow termodynamicznych i kinetycznych. Parametry
termodynamiczne, takie jak energia swobodna (AG) oraz wielkosci opisujace
poszczegolne etapy reakcji (BDE, IP, ETE, PDE, PA), dostarczaja informacji o
mozliwo$ci zajécia procesu i jego kierunku. Nie sg one jednak wystarczajace do oceny
rzeczywistej efektywnos$ci antyoksydanta. Ostateczna reaktywnos$¢ determinowana jest
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przez parametry kinetyczne, w szczego6lnosci energie¢ swobodna aktywacji AG} oraz
odpowiadajace jej state szybkosci reakcji. Dopiero potaczenie tych dwoch podejsé
umozliwia pelng i wiarygodna charakterystyke reaktywnos$ci antyoksydacyjnej oraz
identyfikacj¢ mechanizméw dominujacych w danych warunkach.

W analizie kinetycznej szczegdlne znaczenie majg efekty tunelowania
kwantowego, ktore odgrywaja kluczowa rolg w procesach zwigzanych z transferem
protonu lub atomu wodoru. Zjawisko to moze prowadzi¢ do istotnego zwigkszenia
szybkosci reakcji, nawet w przypadku relatywnie wysokich barier energetycznych, co
powoduje, ze procesy pozornie niekorzystne z punktu widzenia klasycznej mechaniki
mogg zachodzi¢ z zauwazalng szybkoscia.

Istotnym czynnikiem determinujagcym preferowany mechanizm reakcji jest
rowniez $rodowisko chemiczne, w szczegoélnoSci charakter rozpuszczalnika.
Mechanizmy takie jak SPLET oraz SET-PT s3 silnie zalezne od polarno$ci srodowiska,
ktore stabilizuje formy jonowe i sprzyja procesom deprotonacji oraz transferu elektronu.
W  konsekwencji ten sam zwigzek moze wykazywaé¢ odmienng aktywno$¢
antyoksydacyjng w zaleznoSci od warunkow reakcji, co podkresla koniecznosc
uwzgledniania efektow rozpuszczalnikowych w analizach teoretycznych.

Pomimo szerokiego zastosowania metod obliczeniowych, nalezy podkresli¢, ze
podejscie oparte na teorii funkcjonalu gestosci (DFT) ma charakter przyblizony.
Obliczone parametry termodynamiczne i kinetyczne odnosza si¢ do warunkoéw
modelowych i nie odzwierciedlaja w pelni zlozono$ci rzeczywistych uktadow
chemicznych i biologicznych. Niemniej jednak dostarczaja one cennych informacji o
trendach reaktywnosci oraz mechanizmach molekularnych 1 stanowig istotne
uzupehnienie badan eksperymentalnych. Integracja podej$¢ obliczeniowych z metodami
eksperymentalnymi (np. DPPH, ABTS, FRAP) [157-160] umozliwia bardziej
kompleksowa oceng wlasciwos$ci antyoksydacyjnych oraz lepsze zrozumienie zaleznosci
migdzy strukturg chemiczng a aktywnoscig biologiczna zwiazku. Modelowanie
molekularne moze réwniez odgrywacé istotng role w projektowaniu nowych zwigzkéw o
wlasciwosciach antyoksydacyjnych. Analiza zaleznosci migdzy struktura chemiczng a
reaktywno$cig umozliwia racjonalng modyfikacje czasteczek oraz wstgpna ocene ich
potencjatu biologicznego jeszcze przed przeprowadzeniem badan eksperymentalnych.
Podejscie to pozwala ograniczy¢ liczbe syntezowanych i testowanych zwigzkdw,
wspierajac  rozwo0j nowych antyoksydantéw o potencjalnym zastosowaniu
farmaceutycznym i biomedycznym.

W perspektywie dalszych badan szczegolnie istotny jest rozwdj metod
uwzgledniajacych bardziej realistyczny opis srodowiska reakcji, w tym zastosowanie
jawnych modeli rozpuszczalnika oraz symulacji metodami dynamiki molekularne;.
Integracja réznych poziomow teorii z danymi eksperymentalnymi stanowi kluczowy
kierunek rozwoju badan nad aktywno$cia antyoksydacyjng i projektowaniem nowych
zwigzkdéw o zoptymalizowanych wlasciwosciach przeciwutleniajgcych.
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ABSTRACT

Ekokataliza stanowi nowatorskie podejécie integrujace fitoremediacje terenow
skazonych metalami z synteza organiczng poprzez wykorzystanie biomasy ro$lin
hiperakumulujagcych metale do wytwarzania polimetalicznych Kkatalizatorow
zwanych ekokatalizatorami. Powstajace ekokatalizatory, zawierajace naturalnie
nagromadzone pierwiastki, takie jak Zn, Cu, Pd, Mn czy Mg, wykazuja wysoka
aktywnos$¢ 1 selektywno$¢ w reakcjach organicznych, m.in. Dielsa—Aldera,
sprzegania Ullmanna i Suzuki oraz hydrofosfonylowania aldehydow i reakcji
Michaela. Ich skuteczno$§¢ wynika z naturalnej polimetaliczno$ci biomasy, ktdra
umozliwia wystepowanie efektow synergicznych pomigdzy metalami. Dzigki temu
ekokataliza wpisuje si¢ w zalozenia zielonej chemii i gospodarki o obiegu
zamknietym, oferujac bardziej zrownowazong alternatywe dla konwencjonalnych
procesow katalitycznych.

Ecocatalysis is a novel approach that integrates the phytoremediation of metal-
contaminated areas with organic synthesis by using the biomass of metal-
accumulating plants to produce catalysts. The resulting ecocatalysts, containing
naturally accumulated elements such as Zn, Cu, Pd, Mn or Mg, show high activity
and selectivity in organic reactions, including Diels—Alder, Ullmann and Suzuki
coupling, and hydrophosphonylation of aldehydes. Their effectiveness is due to the
natural polymetallicity of biomass, which allows synergistic effects between metals
to occur. This makes ecocatalysis in line with the principles of green chemistry and
the circular economy, offering a more sustainable alternative to conventional
catalytic processes.

Keywords: ecocatalysis, catalysis, green chemistry, biomass, phytoremediation
Stowa kluczowe: ekokataliza, kataliza, zielona chemia, biomasa, fitoremediacja
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WPROWADZENIE

Koncepcja nowoczesnej katalizy

Kataliza jest uznawana za dziewiata z dwunastu zasad zielonej chemii i jest niekiedy
okreslana mianem ,,fundamentalnego filaru” zielonej chemii, poniewaz jest jednym
z najwazniejszych narzedzi ograniczania negatywnego wplywu procesow
chemicznych na $rodowisko. Zastosowanie katalizatorow pozwala zwickszyé
wydajnos¢ 1 selektywno$¢ reakcji chemicznych, zmniejszajac ilos¢ produktow
ubocznych oraz potrzebg stosowania dodatkowych etapow oczyszczania. Dzigki
temu ogranicza si¢ powstawanie odpadow i zuzycie surowcow.[1] Istotng zaletg
katalizy jest rowniez mozliwo$¢ prowadzenia reakcji chemicznych w tagodniejszych
warunkach, co przektada si¢ na nizsze zuzycie energii. Katalizatory cz¢sto zastepuja
reagenty stosowane w ilosciach stechiometrycznych, a w przypadku katalizy
heterogenicznej moga by¢ tatwo oddzielane od produktow 1 ponownie
wykorzystywane. Znaczenie katalizy potwierdza fakt, ze ponad 90% proceséw
przemystowych opiera si¢ na procesach katalitycznych. Umozliwia ona jednoczesne
osigganie korzy$ci srodowiskowych i ekonomicznych poprzez ograniczenie zuzycia
energii, surowcoOw oraz ilosci generowanych odpadow. Z tego wzgledu kataliza jest
uznawana za jeden z fundamentoéw zielonej chemii i kluczowe narzedzie wspierajace
rozw0j bardziej zrownowazonych technologii chemicznych.[1]

Sposréd wielu rodzajow katalizatoréw szczegdlng role odgrywajg kwasy
Lewisa. W ostatnich latach, wraz ze wzrostem zainteresowania zatozeniami zielonej
chemii, coraz wicksza uwage poswiegca si¢ heterogenicznym uktadom katalitycznym
wykorzystujacym kwasy Lewisa osadzone na no$nikach statych. Takie rozwiagzanie
pozwala na zabezpieczenie wrazliwych na wilgo¢ centréw kwasowych przed
hydroliza poprzez ich rozproszenie na powierzchni no$nika. Dodatkowo katalizatory
te sg tatwiejsze w uzyciu i mniej podatne na dezaktywacj¢ spowodowang dziataniem
wody. Zastosowanie osadzonych kwaséw Lewisa umozliwia réwniez poprawe
chemo-, regio- i stereoselektywnosci prowadzonych reakcji. Istotna zaleta tych
uktadéw jest takze uproszczenie procedury izolacji produktow reakcji, ktora czgsto
ogranicza si¢ do prostej filtracji, co przyczynia si¢ do zmniejszenia ilosci
generowanych odpadow. Ponadto katalizator moze zosta¢ odzyskany i ponownie
wykorzystany, co zwicksza efektywno$¢ procesu i wpisuje si¢ w zalozenia
zrownowazonej chemii. Dzigki tym wlasciwo$ciom osadzone kwasy Lewisa
stanowia atrakcyjna alternatywe dla klasycznych, homogenicznych uktadow
katalitycznych.[2]
Dodatkowo wspotczesna chemia wymaga opracowywania procesOw chemicznych
zaprojektowanych w taki sposob, aby ogranicza¢ powstawanie odpadow, utatwiaé
ponowne wykorzystanie i recykling materialdw oraz wykorzystywaé surowce
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pochodzace ze zréodet odnawialnych lub z powszechnie dostgpnych odpadow.
Wspotczesne podejscie do projektowania proceséw chemicznych odchodzi od
tradycyjnego skupienia wylacznie na wydajnosci reakcji na rzecz cato§ciowej oceny
efektywnos$ci wykorzystania surowcow, ilosci generowanych odpadéw oraz wptywu
procesu na $rodowisko. Kluczowym celem zielonej chemii jest wigc zapobieganie
powstawaniu odpaddw u zrédla, a nie ich pézniejsze usuwanie lub neutralizacja. [3],
[4] Szczegdlne znaczenie ma maksymalne wykorzystanie reagentow w produkcie
koncowym oraz zastgpowanie proceséw opartych na reagentach stechiometrycznych
bardziej efektywnymi metodami katalitycznymi. Takie podejscie pozwala
ograniczy¢ zuzycie surowcoOw, zmniejszy¢ ilos¢ odpadéw oraz obnizy¢ koszty
zwigzane z ich zagospodarowaniem. Nadal wiele tradycyjnych procesow
przemystowych generuje znaczne ilosci niepozadanych produktow ubocznych,
glownie w postaci soli nieorganicznych, co stanowi istotne obciazenie
srodowiskowe. Istotnym elementem nowoczesnej chemii jest rowniez przechodzenie
od gospodarki opartej na surowcach kopalnych do bardziej zrdwnowazonego modelu
wykorzystujacego biomas¢ jako odnawialne zrédlo wegla dla przemyshu
chemicznego. Biomasa obejmuje zarowno produkty rolnicze, jak i odpady rolnicze,
lesne, komunalne czy przemystowe, ktére moga stanowic¢ surowiec do wytwarzania
paliw i chemikaliow. Wykorzystanie odnawialnych zasoboéw przy jednoczesnym
wdrazaniu wydajnych procesow Kkatalitycznych umozliwia zmniejszenie $ladu
srodowiskowego produkcji chemicznej oraz ograniczenie zalezno$ci od
nieodnawialnych paliw kopalnych. [3, 4]

Zgodnie z przedstawiong koncepcja, przyszto$¢ zrownowazonej chemii opiera si¢ na
polaczeniu efektywnego wykorzystania surowcow, minimalizacji odpadow,
szerokiego stosowania katalizy oraz wykorzystania odnawialnych zrédet surowcow.
Takie dziatania stanowig podstawe rozwoju procesow chemicznych zgodnych z
zasadami zielonej chemii i zrdwnowazonego rozwoju. [3, 4] Potrzebne sg wiec nowe
pomysly i koncepcji, aby zintensyfikowaé procesy katalityczne i zastosowaé
alternatywne zrodta metali. Takim nowym podejsciem moze by¢é wykorzystanie
ro$lin hiperakumulujacych metale. Rosliny takie, okre$lane rowniez mianem
metalofitow, pobierajag metale sladowe z gleby i gromadzg je w swoich cze¢s$ciach
nadziemnych. Badania nad wykorzystaniem tych roslin doprowadzity do rozwoju
technik fitoekstrakeji, ktore stwarzaja mozliwos¢ usuwania metali sladowych z gleb
zanieczyszczonych, na przyktad z terendw pogoérniczych, stanowigcych istotny
problem $rodowiskowy na calym $wiecie. Obecnie wykorzystanie roslin do
oczyszczania §rodowiska jest rozwigzaniem oplacalnym ekonomicznie, mozliwym
do wdrozenia na duza skalg¢ oraz dobrze akceptowanym spotecznie. Glowng wada
tego podej$cia pozostaje jednak brak rzeczywistych mozliwosci gospodarczego
wykorzystania pozyskanej biomasy. [5-8] Metalofity, pobieraja metale $ladowe
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z gleby i gromadza je w swoich czeSciach nadziemnych, osiagajac stezenia
wielokrotnie wyzsze niz wigkszo$¢ gatunkow roslin wystepujacych w tych samych
warunkach srodowiskowych. Zjawisko to stalo si¢ podstawa rozwoju fitoekstrakcji —
technologii nalezacej do szerokiej grupy fitotechnologii, wykorzystujacych rosliny i
zwigzane z nimi mikroorganizmy do usuwania, immobilizacji lub transformacji
zanieczyszczen obecnych w $rodowisku. Fitoekstrakcja znajduje szczegdlne
zastosowanie na terenach zdegradowanych przez dziatalno$¢ przemystows, hutnicza
i gornicza, gdzie nagromadzenie metali $ladowych w glebie stanowi istotne
zagrozenie dla ekosystemow, jako$ci wod oraz bezpieczenstwa zywnosci. Proces
fitoekstrakcji polega na pobieraniu metali przez system korzeniowy, ich translokacji
do czgéci nadziemnych oraz okresowym zbiorze biomasy zawierajacej zgromadzone
metale. W przeciwienstwie do konwencjonalnych metod remediacji, takich jak
wymiana lub izolacja skazonej gleby, technika ta moze by¢ prowadzona in situ, bez
koniecznosci prowadzenia kosztownych prac ziemnych i transportu duzych ilosci
odpadow. Dzigki temu ogranicza si¢ degradacje struktury gleby, zachowuje jej
funkcje biologiczne oraz zmniejsza negatywny wplyw dziatan naprawczych na
otaczajacy krajobraz. [8] Dodatkowg zaletg jest mozliwo$¢ prowadzenia procesu na
rozlegtych obszarach przy stosunkowo niskich naktadach finansowych. W praktyce
skutecznos$¢ fitoekstrakcji zalezy od wielu czynnikow, w tym od wilasciwosci
chemicznych gleby, biodostepnosci metali, warunkéw klimatycznych oraz cech
biologicznych wykorzystywanych gatunkéw roslin. Szczegolnie pozadane sa rosliny
taczace wysoka zdolno$¢ akumulacji metali z duzg produkcja biomasy, poniewaz
pozwala to zwickszy¢ catkowita ilo§¢ zanieczyszczen usuwanych z jednostki
powierzchni w jednym cyklu wegetacyjnym. W celu poprawy efektywnosci procesu
badane sg réwniez rdzne zabiegi agrotechniczne, takie jak stosowanie dodatkow
zwigkszajacych biodostepno$¢é metali czy wykorzystanie mikroorganizmow
ryzosferowych wspomagajacych pobieranie pierwiastkdw przez ro$liny. Istotnym
atutem fitoekstrakcji jest jej zgodno$¢ z zatozeniami zréwnowazonego rozwoju.
Technologia ta jest postrzegana jako rozwigzanie przyjazne $rodowisku, dobrze
akceptowane spotecznie oraz umozliwiajace jednoczesne rekultywowanie terenéw
zdegradowanych i przywracanie ich funkcji ekologicznych. Roslinno$¢ ogranicza
erozje gleby, poprawia walory krajobrazowe i moze sprzyja¢ odbudowie lokalnej
biordznorodnosci. Z tego wzgledu fitotechnologie s coraz czesciej rozwazane jako
alternatywa dla  bardziej inwazyjnych metod oczyszczania terendw
zanieczyszczonych metalami $§ladowymi. Pomimo licznych zalet, jednym z
gléwnych ograniczen fitoekstrakcji pozostaje zagospodarowanie biomasy
powstajacej po zakonczeniu procesu. Jezeli rosliny skutecznie zgromadza znaczne
ilosci metali, zebrana biomasa moze by¢ klasyfikowana jako odpad niebezpieczny i
wymaga¢ odpowiedniego postepowania. W literaturze wskazuje si¢ rézne
mozliwosci jej wykorzystania, obejmujace spalanie polaczone z odzyskiem metali,
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produkcje biopaliw, gazéw energetycznych lub ekstrakcje wybranych produktow
roslinnych. Kazde z tych rozwigzan wymaga jednak oceny ryzyka srodowiskowego,
optacalnoséci ekonomicznej oraz efektywnosci odzysku cennych pierwiastkow.
Wtasnie brak powszechnie wdrozonych i ekonomicznie uzasadnionych metod
wykorzystania zanieczyszczonej biomasy jest obecnie jednym z najwazniejszych
czynnikow ograniczajacych szersze zastosowanie fitoekstrakcji na skalg
przemystowa. [5 -8]

Koncepcja ekokatalizy

Pomimo niewatpliwych korzy$ci zwigzanych z oczyszczaniem zanieczyszczonych
ekosystemow, rozwoj fitoekstrakcji i rizofiltracji pozostaje ograniczony ze wzgledu
na brak mozliwosci ponownego wykorzystania skazonej biomasy. Wobec braku
wiarygodnych sposobow jej zagospodarowania czeSci nadziemne roslin
hiperakumulujacych oraz wzbogacone w pierwiastki §ladowe korzenie roslin
wodnych przez dhugi czas byly traktowane jako odpady zanieczyszczone. Ponadto
fitoekstrakcja pierwiastkow $ladowych przez ro$liny hiperakumulujace powoduje
przejécie tych pierwiastkow do form bardziej mobilnych w $rodowisku wodnym.
Niewykorzystanie pedéw wzbogaconych w metale moze prowadzi¢ do dalszego
rozprzestrzeniania si¢ pierwiastkow §ladowych w ekosystemach wodnych. Z tego
wzgledu rozwoj technik fitoremediacyjnych powinien obejmowacé roéwniez
opracowanie metod zagospodarowania biomasy powstajagcej podczas procesu
oczyszczania. Obecnie wyrdznia si¢ trzy glowne strategie waloryzacji biomasy
uzyskanej w procesie fitoekstrakcji:

— spalanie biomasy w celu produkcji bioenergii, w szczegdlnosci na potrzeby
sektora energetyki wykorzystujacej biomase drzewna. Podejscie to wigze si¢ jednak
z dwoma istotnymi i nadal nierozwigzanymi problemami: losem pozostatosci po
spalaniu, w tym ich potencjalng toksycznoscig, oraz lotnoscig pierwiastkow
metalicznych podczas procesu spalania. [9]

— procedury inspirowane technologiami przerdbki rud, w ktéorych metody
hydrometalurgiczne zostaty zaadaptowane do odzysku pierwiastkéw §ladowych z
biomasy roslinnej, co okre§la si¢ mianem fitogérnictwa. [10] W przypadku
fitogornictwa najczeséciej podnoszong kwestig pozostaje optacalnos¢ ekonomiczna
calego procesu. Adaptacja klasycznych technik hydrometalurgicznych do odzysku
metali z biomasy pochodzacej z fitoekstrakcji stata si¢ przedmiotem
zaawansowanych badan. [10-12] Chociaz samo zjawisko fitoekstrakcji udato sie
znaczaco udoskonali¢, catkowity koszt procesu wzrasta wskutek konieczno$ci
dalszego przetwarzania biomasy, obejmujacego m.in. otrzymywanie metali w
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stopniu utlenienia zero z soli niklu, ktérych czastki musza charakteryzowac sig $cisle
okreslonym rozmiarem i morfologia. Przeniesienie metod hydrometalurgicznych do
fitogornictwa rodzi rowniez pytania dotyczace wptywu tych proceséw na srodowisko
oraz spojnosci pomiedzy ekologicznym oczyszczaniem gleb a pézniejszym
recyklingiem metali, ktory sam w sobie nie zawsze jest przyjazny srodowisku.

— ekokataliza, opracowana w 2008 roku przez zesp6t profesor Claude Grison jako
kompleksowa metoda wykorzystujaca fitoekstrakcje, rizofiltracje i biosorpcje. W
tym podej$ciu biomasa roslinna jest waloryzowana poprzez innowacyjng koncepcje
recyklingu ekologicznego. Wykorzystujac zdolno$¢ niektorych roslin - do
biokoncentracji pierwiastkow sladowych w korzeniach Iub czg¢sciach nadziemnych,
ekokataliza stosuje pochodzgce z roslin metale jako katalizatory reakcji w chemii
organicznej. Umozliwia to otrzymywanie czasteczek organicznych w sposob
inspirowany procesami biologicznymi i bardziej przyjazny srodowisku. Ekokataliza
doprowadzita do zasadniczej zmiany sposobu postrzegania biomasy pochodzacej z
fitotechnologii — przestata by¢ ona traktowana jako odpad zanieczyszczony, a zaczeta
by¢ postrzegana jako element naturalnego systemu rekultywacji o wysokiej wartosci
dodanej. Biomasa taka stanowi bowiem naturalny rezerwuar cennych metali
przejSciowych niezbednych w syntezie organicznej. Innymi stowy, odpady moga
zostac¢ przeksztalcone w uzyteczne, innowacyjne i inspirujace substancje chemiczne.
[13-15]

Chemiczna waloryzacja biomasy rozwijana w ramach ekokatalizy umozliwia
jednoczesne uwzglednienie aspektow ekologicznych, technologicznych i
ekonomicznych. Korzysci ekonomiczne nie sg w tym przypadku osiggane kosztem
srodowiska, lecz mogg wspiera¢ procesy remediacji terendw zanieczyszczonych.
Ekokataliza nie jest jedynie nowg metoda katalizy, ale stanowi element szerszego,
holistycznego podejscia uwzgledniajacego trwate relacje pomiedzy dziatalnoscia
cztowieka a biosferg. Ekologia zwigzana z zielong i zrownowazong chemig przestaje
by¢ wylacznie koncepcja teoretyczng lub przedmiotem dyskusji naukowych, a staje
si¢ praktycznym narzedziem umozliwiajacym przejscie od tradycyjnego modelu
przemystowego do gospodarki opartej na zasadach zréwnowazonego rozwoju.
Podejscie to moze réwniez inspirowaé instytucje publiczne do wspierania
transformacji przemystu w kierunku nowych, odnawialnych technologii zdolnych
jednoczesnie wspieraé rekultywacje §rodowiska oraz rozwoj spoteczno-gospodarczy.
Wszystkie niezbedne elementy sa obecnie dostgpne, aby przyczyni¢ si¢ do
oczekiwanej odnowy przemystowej opartej na nowej wizji zielonej chemii. [9-15]
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1. Zastosowanie ekokatalizator6w polimetalicznych w reakcjach chemicznych

1.1. Reakcja Dielsa-Aldera katalizowana przez ekokatalizatory cynkowe
(EcoZn)

Reakcja Dielsa—Aldera jest jedna z wazniejszych reakcji w chemii

organicznej, poniewaz pozwala na szybka budoweg zlozonych struktur
czasteczkowych. Ta pericykliczna reakcja zachodzgca pomiedzy sprzezonym dienem
i dienofilem, prowadzi do utworzenia wieloczlonowych pierScieni czesto o
skomplikowanej strukturze. Jej szczegdlne znaczenie wynika z mozliwosci
otrzymywania produktéw w sposob regio- i diastereoselektywny, a takze z faktu, ze
w jednym etapie mogg powstawaé czgsteczki zawierajace kilka centrow
stereogenicznych. [16,17] Jednak pomimo duzego potencjalu do zastosowania w
przemysle, reakcja ta ma pewne wady takie jak: konieczno$¢ stosowania wysokiej
temperatury oraz katalizatoréw metalicznych, tak wigc poszukiwania alternatywnych
rozwigzan na usprawnienie reakcji Dielsa—Aldera i pokonanie tych przeszkod sa
ciggle aktualne.
Do testow na zastosowanie ekokatalizatorow cynkowych (EcoZn) w modelowej
reakcji  Dielsa—Aldera  wykorzystaliSmy  ekokatalizatory = osadzone na
montmorylonicie K10 inspirujac si¢ wczesniejszymi doniesieniami dotyczacymi
zastosowania glin i zeolitow jako katalizatorow tej reakcji. [18,19] Jako reakcje
modelowa wybrali$my cykloaddycje 3-buten-2-onu z 2,3-dimetylo-1,3-butadienem.
Proces prowadzilimy w toluenie w temperaturze 110°C przez 4 godziny.
Zastosowanie katalizatora ekologicznego osadzonego na K10, uzytego w iloSci
odpowiadajacej 0,1 ekwiwalentu Zn, pozwolilo na otrzymanie oczekiwanego
produktu z konwersja 92%. Dla poréwnania zastosowanie samego montmorylonitu
K10 pozwolito na otrzymanie produktu finalnego z konwersja 44%, a zastosowanie
komercyjnego ZnCl: prowadzito do finalnego produktu z konwersja 67%, natomiast
reakcja bez katalizatora dawata zaledwie 6% konwersji. Potwierdzajac uzytecznosé
ekokatalizator6w w modelowej reakcji Dielsa-Aldera przebadaliSmy takze szerszy
zakres dienow 1 dienofili pokazujac, ze reakcja ta dziata znakomicie niezaleznie od
stosowanych substratow. [20]

Tabela 1. Reakcja Dielsa-Aldera katalizowana przez ekokatalizatory cynkowe (EcoZn)
Table 1. Diels-Alder reaction catalyzed by zinc ecocatalysts (EcoZn)

@] O

110 °C, 4h
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Lp. Warunki reakcji Konwersja (%)
1 bez katalizatora 6
2 ZnCl, (0,1 ekw.) 67
3 EcoZn (0,1 ekw. Zn) 59
4 Montmorylonit K10 - EcoZn 92
5 Montmorylonit K10 44

Do  przygotowania  ckokatalizatoréw  wykorzystalismy  dwa  gatunki
hiperakumulatoréw cynku — Noccaea caerulescens oraz Anthyllis vulneraria, ktore
sa zdolne do akumulowania okoto 120 000 ppm Zn(II) w spopielonych czg$ciach
nadziemnych. Proces otrzymywania ekokatalizator6w obejmowal spopielenie
biomasy, zadanie pozostatoSci kwasem solnym w podwyzszonej temperaturze, a
nastgpnie odparowanie kwasu 1 osadzenie uzyskanego ciata statego na
montmorylonicie K10. Analizy XRF i ICP-MS wykazaty obecno$¢ znacznych ilosci
Zn(Il) 1 Fe(Ill), ktére moga peli¢ funkcje centréw kwaséw Lewisa
odpowiedzialnych za aktywno$¢ katalityczng otrzymanych materiatow. Istotng zaleta
ekokatalizatorow jest mozliwosci ich odzyskania po reakcji i ponownego
wykorzystania. Po reakcji katalizator oddziela si¢ na drodze filtracji, przemywa
toluenem i eterem dietylowym, suszy w 150°C przez 5 godzin, a nastepnie uzywano
ponownie. Taki odzyskany ekokatalizator nie traci swojej aktywnosci i jego ponowne
zastosowanie prowadzi do oczekiwanych produktéow z konwersjg powyzej 90%.[20]

1.2. Reakcja Garcia Gonzailez katalizowana przez ekokatalizatory cynkowe
(EcoZn)

Kolejng reakcjg, w ktorej postanowiliSmy przetestowaé potencjat
ekokatalizatorow byla reakcja Garcii Gonzéleza. [21] Reakcja ta polega na
kondensacji weglowodanow (heksoz i pentoz) ze zwiazkami B-dikarbonylowymi i
prowadzi do powstania polihydroksyalkilowych furanéw. [22] Zwiazki te s3
interesujgcymi blokami budulcowymi z duzym potencjatem do wykorzystywania w
dalszych transformacjach chemicznych, takich jak utlenianie, redukcja czy synteza
oligomerdw. [23,24] Reakcja Garcii Gonzaleza jest uznawana za proces zgodny z
zatozeniami zielonej chemii ze wzgledu na wysokie wydajnosci, stosunkowo tagodne
warunki prowadzenia oraz mozliwo$¢ wykorzystania biomasy jako zrodta substratow
[4]. W ramach optymalizacji warunkow reakcji zauwazyli$my, ze najlepsze wyniki
otrzymuje si¢ prowadzac ja w fazie stalej, wykorzystujac SiO: jako materiat
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wspomagajacy lepszy kontakt reagentéw oraz proces mieszania a jednocze$nie
katalizator tej reakcji. [25]

Tabela 2. Reakcja Garcia Gonzalez katalizowana przez ekokatalizatory cynkowe (EcoZn)
Table 2. Garcia Gonzalez reaction catalyzed by zinc ecocatalysts (EcoZn)

Eco-Zn
(Zn+Fe+AI 8.0 mol%)

HO OH OH
Lp. Warunki reakcji Konwersja (%) Konwersja (%)
niecyklicznych furanow cyklicznych furanow
1 ZnCl, (4.0 mol%), bez rozpuszczalnika, 10 15
50°C, 24h
2 Eco-Zn (Zn 4.0 mol%), bez 35 4
rozpuszczalnika, 50°C, 24h
3 Eco-Zn (Zn 4.0 mol%), bez 65 2
rozpuszczalnika, SiO,, 50°C, 24h
4 ZnCl, (4.0 mol%), bez rozpuszczalnika, 11 13
Si0,, 50°C, 24h
5 ZnCl,+FeCl3+AICl, SiO,, 50°C, 24h 0 49
6 EcoZn (Zn 4.0 mol%), bez 0 97

rozpuszczalnika, SiO,, 85°C, 24h

Dzigki zastosowanemu podej$ciu wykorzystujacemu ekokatalize w zalezno$ci od
rodzaju zastosowanych substratéw uzyskano produkty z wydajnosciami od 38 do
98%. Szczegoblnie interesujaca cechg opracowanego uktadu byta mozliwos¢ kontroli
przebiegu reakcji poprzez zmian¢ temperatury. W temperaturze 50°C dominowato
tworzenie polihydroksyalkilowych niecyklicznych furanéw, natomiast w
temperaturze 85°C niemal selektywnie powstawaly produkty cyklizacji. Takiej
mozliwosci sterowania selektywnoscia nie obserwowano wczesniej dla klasycznych
katalizatorow stosowanych w reakcji Garcii Gonzaleza. Ponadto, eksperymenty
poréwnawcze wykazaly, ze sam nosnik SiO, charakteryzowal si¢ bardzo niska
aktywnos$cia katalityczng. Rowniez komercyjny ZnCly, bedacy klasycznym
katalizatorem tej reakcji, prowadzit do nizszych wydajnosci i gorszej selektywnosci
niz ekokatalizator. Co wigcej, mieszanina komercyjnych soli ZnCl,, FeCls i AICI3 nie
odtwarzata wlasciwosci katalitycznych materiatu pochodzenia roslinnego. Wyniki te
wskazaly wigc jasno, ze o aktywnosci katalizatora decyduje nie tylko obecno$é
poszczegblnych metali, ale takze ich specyficzna organizacja w polimetalicznych
strukturach, ktére pochodza z biomasy roslinnej. Co ciekawe zaobserwowalismy
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takze mozliwo§¢ wielokrotnego wykorzystania ekokatalizatora. Po zakonczeniu
reakcji materiat w postaci ciata statego byt oddzielany, przemywany octanem etylu
w celu wyekstrahowania produktéw reakcji i suszony, a nastgpnie ponownie
wykorzystywany. Po czterech kolejnych cyklach wydajnos¢ reakcji zmniejszyta sie
nieznaczenie przy zachowaniu niemal niezmienionego skladu katalizatora.
Zrédlem wykorzystanej biomasy byly dwa gatunki ro$lin hiperakumulujacych cynk:
Noccaea caerulescens (Brassicaceae) oraz Anthyllis vulneraria (Fabaceae), zebrane
na terenie dawnej kopalni cynku w Saint-Laurent-Le-Minier we Francji. Ro§liny te
sa zdolne do gromadzenia bardzo duzych ilosci cynku w cze$ciach nadziemnych
(okoto 120 000 ppm Zn w spopielonej biomasie). Biomasa zostata poddana
kalcynacji w temperaturze 400°C, a nastgpnie ekstrakcji kwasem solnym, co
doprowadzito do otrzymania polimetalicznych katalizatoréw zawierajacych gldwnie
polaczenia Zn, Fe i Al w postaci chlorkow o charakterze kwasow Lewisa. [21]

1.3. Reakcja Ullmanna katalizowana przez ekokatalizatory miedziowe (EcoCu)

Bardzo interesujagcym aspektem ekokatalizy jest mozliwo§¢ wykorzystania
biomasy pochodzacej nie tylko z roslin ladowych, ale takze z ro§lin wodnych, ktore
wykazuja wlasciwo$ci hiperakumulujagce metale. Takg wiasnie koncepcje
wykorzystaliSmy tworzac nowg generacje ekokatalizatorow miedziowych (Eco-Cu)
otrzymywanych z biomasy roslin wykorzystywanych w procesach fitoekstrakcji i
rizofiltracji. Celem badan bylo potaczenie remediacji Srodowiska wodnego z
wykorzystaniem pozyskanej biomasy jako zrédta metali do produkcji katalizatorow
do reakcji sprzggania Ullmanna. [26] Jest to jedna z najwazniejszych metod
tworzenia wigzan C-N 1 C-0. Reakcje tego typu sg szeroko wykorzystywane w
syntezie farmaceutykow, agrochemikaliow oraz materiatow funkcjonalnych.
Klasycznie reakcja Ullmanna wymaga wysokich temperatur, duzych ilo$ci miedzi
oraz obecnosci specjalnych ligandow poprawiajacych aktywnos$¢ katalityczng. [27-
29] Jako modelowa reakcje¢ Ullmanna katalizowana ekokatalizatorem miedziowym
wybraliémy arylowanie pyrazolu jodobenzenem. Reakcje prowadzono w DMF w
obecnosci Cs2COs3 jako zasady i w obecnosci jedynie 1 mol% miedzi zawartej w
katalizatorze. [26]

Tabela 3. Reakcja Ullmanna katalizowana przez ekokatalizatory miedziowe (EcoCu)
Table 3. Ullmann reaction catalyzed by copper ecocatalysts (EcoCu)

== Cu e
@| + HN\/] > @N\ _
N DMF, Cs,COs, N

90°C, 15h
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Lp. Warunki reakcji ~ Konwersja (%)

1 CuCl, 48
2 CuCl 76
3 CuO 9
4 EcoCu8 85

Badania poréwnawcze wykazaly, ze katalizatory poddane aktywacji HCl byty
znacznie bardziej aktywne od materiatdw poddanych tylko kalcynacji. Najlepsze
wyniki uzyskano dla katalizatora Eco-Cu8, ktérego zastosowanie zapewnialo
wydajnos$¢ testowej reakcji syntezy 1-fenylopirazolu przy zawartos$ci jedynie 1 mol%
Cu na poziomie 85%. Dla pordwnania zastosowanie komercyjnego CuCl,
skutkowato wydajno$cig 48% przy takim samym st¢zeniu miedzi, a CuO jedynie 9%.
Nawet CuCl, uznawany za jeden z najaktywniejszych katalizatorow reakcji
Ullmanna, zapewnial nizsza wydajnos¢, bo tylko 76% niz Eco-Cu8. Rozszerzenie
zakresu substratowego o inne heterocykliczne zwigzki azotowe, wykazato, ze
szczegoOlnie dobrze reaguja pyrazol i imidazol. Natomiast, badania réznych
halogenkdéw arylowych wykazaty wysoka skuteczno$¢ reakcji dla jodkéw, bromkow,
a nawet chlorkéw arylowych. Ponadto, najlepszy katalizator Eco-Cu8
zastosowaliSmy takze w syntezie eterow arylowo-alkilowych. Reakcje sprzggania
fenoli z halogenkami arylowymi przebiegaly z bardzo wysokimi wydajno$ciami,
czesto przekraczajacymi 98%, przy zastosowaniu zaledwie 1 mol% miedzi i bez
dodatku dodatkowych ligandow. Produkty zawierajace grupy nitrowe, ketonowe,
cyjanowe czy metoksylowe otrzymywano z dobrymi i bardzo dobrymi
wydajnosciami. Wykorzystana biomasa do przygotowania katalizatorow Eco-Cu
pochodzita z dwodch rodzajow fitotechnologii. W przypadku fitoekstrakcji
zastosowano Anisopappus chinensis, rosling tolerujaca wysokie stezenia miedzi
wystepujaca na terenach pogérniczych w Katandze (Demokratyczna Republika
Konga), gdzie $rednie stezenie Cu w czgsciach nadziemnych wynosito okoto 230 mg
g ! suchej masy. W przypadku ryzofiltracji wykorzystano gatunki Bacopa monnieri,
Lolium multiflorum oraz Eichhornia crassipes, ktore akumulowaly jony Cu(Il) z
roztworéw wodnych. Najwyzsza zdolnos¢ akumulacji miedzi wykazata Eichhornia
crassipes, ktérej korzenie zawieraty do 2,55% Cu w suchej masie. [26] Do
otrzymania katalizatoréw zastosowano standardowa procedure. Po zbiorze biomasa
zostala wysuszona, spopielona w temperaturze 550 °C, a nastgpnie poddana
aktywacji kwasem solnym. W wyniku tego procesu otrzymano katalizatory Eco-Cu,
zawierajace polimetaliczne uktady miedzi, zelaza, wapnia, potasu i innych
pierwiastkow obecnych naturalnie w biomasie roslinnej. Analizy ICP-MS, XPS,
TEM i XRD wykazaty, ze katalizatory Eco-Cu r6znig si¢ znaczaco od klasycznych
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soli miedzi. W najbardziej aktywnym katalizatorze (Eco-Cu8, otrzymanym z korzeni
E. crassipes) zawarto$¢ miedzi wynosita okoto 10% masowych. Badania XPS
potwierdzily obecnos¢ gtéwnie Cu(ll), natomiast obserwacje TEM wykazaly
obecno$¢ dobrze rozproszonych nanoczastek miedzi o rozmiarach 4-8 nm
osadzonych w matrycy mineralne;j.

1.4. Reakcja Suzuki katalizowana przez ekokatalizatory palladowe (EcoPd)

Kolejnym zastosowaniem ekokatalizator6w otrzymanych z biomasy roslin
wodnych uzyskanych w procesie fitoremediacji wody skazonej metalami jest kataliza
reakcji sprzggania zwigzkow heteroarylowych Suzuki. [30] Jest to jedna z
najwazniejszych metod tworzenia wigzan C—C prowadzacych do zwigzkow
biarylowych wykorzystywanych w syntezie farmaceutykow, materialow
funkcjonalnych i1 zwigzkow biologicznie aktywnych. [31] Szczegdlnym wyzwaniem
pozostajg reakcje z udzialem substratow heterocyklicznych, poniewaz obecno$¢
atomow azotu lub siarki moze prowadzi¢ do dezaktywacji katalizatora palladowego
poprzez tworzenie trwatych kompleksow metalu. [32, 33] Reakcje modelowa
stanowito sprzeganie 2-bromotiofenu z kwasem fenyloboronowym. W
przeciwienstwie do wielu klasycznych procedur reakcji Suzuki wymagajacych
stosowania ligandow fosfinowych lub dodatkéw stabilizujacych, [34] reakcje
prowadzono bez ligandéw i1 bez dodatkoéw katalitycznych. Jako zasade zastosowano
jedynie K.COs, uznawany za tani, tatwo dostepny i przyjazny srodowisku reagent,
[35] natomiast jako rozpuszczalnik wykorzystano gliceryne, bedaca odnawialnym i
biodegradowalnym rozpuszczalnikiem pochodzenia biologicznego. [36]

Rysunek 1. Reakcja Suzuki katalizowana przez ekokatalizatory palladowe (EcoPd)
Figure 1. Suzuki reaction catalyzed by palladium ecocatalysts (EcoPd)

Eco-Pd

HO (0.1 %mol)
Ar—X + B =
HO KoCOg3, glicerol
120°C, 1h

Optymalizacja warunkow wykazata, ze zastosowanie glicerolu jako rozpuszczalnika
zapewnia najwyzsze konwersje sposrod badanych rozpuszczalnikéw. Przy
zawarto$ci jedynie 0,1 mol% Pd uzyskano calkowita konwersj¢ substratow po 4
godzinach reakcji. Zwickszenie stezenia katalizatora do 1 mol% pozwalalo na
zakonczenie reakcji w ciagu jednej godziny. Co szczegdlnie istotne, nawet przy
niezwykle niskim ste¢zeniu katalizatora wynoszacym 0,001 mol% Pd mozliwe byto
osiggnigcie 92% konwersji po 40 godzinach (TON = 92 000). Zakres substratowy
obejmowat liczne heterocykliczne halogenki arylowe. Sprzg¢ganie 2-bromotiofenu
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z kwasem fenyloboronowym przebiegatlo z wydajnoscia przekraczajaca 99%,
natomiast reakcja 3-bromopirydyny prowadzita do produktu z wydajnosciag
izolowang 85%. Dobre rezultaty uzyskano réwniez dla pochodnych indolu oraz
innych heterocykli zawierajacych siarke i azot. Szczegolnie wazne bylo wykazanie
skutecznosci katalizatora wobec substratow pirydynowych, ktore naleza do
najbardziej problematycznych reagentow w reakcjach Suzuki z uwagi na zdolno$¢
koordynacji do centrow palladowych. Ponadto, nalezy wspomnie¢ takze o
opracowaniu biologicznej metody odzysku palladu po zakonczeniu reakcji. W trakcie
procesu katalitycznego pallad przechodzit do formy tzw. pallad czarny (Pd black),
ktory mozna latwo oddzieli¢ przez filtracj¢. Nastepnie metal rozpuszczano i
ponownie poddawano procesowi rizofiltracji z wykorzystaniem E. crassipes.
Uzyskany w ten sposob katalizator EcoPd, zawieral okoto 11,1% Pd i wykazywat
identyczng aktywno$¢ jak katalizator pierwotny. Proces odzysku i ponownego
wykorzystania przeprowadzono czterokrotnie bez obserwowanego spadku
aktywnosci katalitycznej. Co wigcej, nie stwierdzono obecnosci palladu w
produktach reakcji ani w warstwach organicznych po zakonczeniu procesu, co
swiadczy o bardzo ograniczonym wymywaniu metalu z uktadu katalitycznego.
W badaniach zastosowano ro$ling wodna Eichhornia crassipes (hiacynt wodny),
charakteryzujacg si¢ wyjatkowo wysoka zdolno$cig akumulacji metali z grupy
platynowcow w systemie korzeniowym. Podczas procesu rizofiltracji korzenie ro$lin
eksponowano na roztwor zawierajacy jony Pd(Il). Pallad byt praktycznie catkowicie
zatrzymywany w korzeniach, a jego transport do czg¢sci nadwodnych byt znikomy.
Zawarto$¢ palladu w korzeniach osiggata okoto 0,9% suchej masy. Biomasa
korzeniowa byla nastgpnie suszona, spalana w temperaturze 550°C, a otrzymany
popidt poddawano aktywacji stezonym HCI, uzyskujac ekokatalizator EcoPd
zawierajacy okolo 11,7% palladu oraz naturalnie wystgpujace w biomasie
pierwiastki, takie jak Ca, K, Mg, Fe i Al. Badania TEM wykazaly obecno$¢
nanoczgstek palladu o rozmiarach 5-10 nm tworzacych skupiska o wielkosci 20-100
nm rozproszone w mineralnej matrycy pochodzenia biologicznego. Analizy XPS
potwierdzity obecno$¢ palladu gtownie w formie Pd(II), prawdopodobnie jako
K,PdCls. Specyficzna polimetaliczna struktura katalizatora odpowiada za jego
wysoka aktywno$¢ i stabilno$¢ katalityczng. [30]

1.5. Reakcja Michaela katalizowana przez tlenkowe ekokatalizatory cynkowe
(EcoZnO)

Kolejnym ciekawym zastosowaniem ekokatalizatorow jest ich
wykorzystanie w reakcji Michaela. [37] Dodatkowo, ta aplikacja posiada jeszcze
jedng istotng nowo$¢ a mianowicie uproszczony sposoéb przygotowania
ekokatalizatora bez aktywacji HCIl, czyli odejscie od klasycznej procedury
stosowanej wczesniej dla katalizatoréw EcoZn, EcoPd i EcoCu, gdzie popioty
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ro$linne poddawano obrobce stgzonym HCI w celu przeksztatcenia tlenkoéw metali w
chlorki metali. W nowym podejsciu biomasa roslinna po suszeniu i spalaniu jako
popidt (material mineralny) wykorzystywana jest bezposrednio do katalizowania
reakcji, co znaczaco poprawia ekologiczny profil procesu i jednoczes$nie znaczaco
utatwia jego przeprowadzenie. Przygotowujac tlenkowe ekokatalizatory cynkowe
(EcoZnO) wykorzystalisSmy biomas¢ pozyskang z fitotechnologii srodowiskowych,
przede wszystkim z gatunkow roélin bogatych w potas. Zroédtem biomasy byty liscie
hiperakumulatorow cynku: Anthyllis vulneraria, Noccaea caerulescens oraz
Arabidopsis halleri, a takze biomasa inwazyjnego gatunku Fallopia japonica oraz
pospolitej wierzby Salix alba. Szczegblnie interesujacym surowcem okazala sie
Fallopia japonica, ktérej duza dostepnos¢ oraz wysokie stezenia potasu i magnezu
sprzyjaty otrzymaniu aktywnych materiatéw katalitycznych. Biomasa byta suszona,
a nastepnie poddawana obrobce termicznej w temperaturze 550°C, co prowadzito do
usuni¢gcia materii organicznej i otrzymania tzw. tlenkowych ekokatalizatorow
cynkowych (EcoZnO) bez konieczno$ci dalszej aktywacji chemicznej. W
przeciwienstwie do wczesniejszych ekokatalizatoréw palladowych, miedziowych i
cynkowych (EcoPd oraz EcoCu i EcoZn), do przygotowania, ktoérych stosowalismy
stezony HCl do wytwarzania aktywnych chlorkéw metali tutaj aktywnos$é
katalityczna wynikata bezposrednio z mineralnego sktadu popiotéw roslinnych.
Analizy strukturalne wykazaly wysoka zawarto$¢ potasu oraz obecno$¢ struktur
takich jak K>Ca(COs)., ktore odpowiadaja za wlasciwosci zasadowe materiatu. [37]
Tak otrzymane tlenkowe ekokatalizatory cynkowe (EcoZnO) stosowaliSmy w reakcji
addycji Michaela, jednej z czg$ciej stosowanych metod tworzenia wigzan C—C
wykorzystywanej w  syntezie farmaceutykow, substancji  zapachowych,
agrochemikaliéw czy materialow funkcjonalnych. [38, 39] Reakcje prowadzono
pomigdzy aktywowanymi zwigzkami metylenowymi (np. dimetylomalonianem) a
o,pB-nienasyconymi ketonami. Szczegdlng cecha opracowanej metody bylo
zastosowanie mechanochemii, czyli prowadzenie reakcji w miynie kulowym bez
uzycia rozpuszczalnikow.

Tabela 4. Reakcja Michaela katalizowana przez tlenkowe ekokatalizatory cynkowe (EcoZnO)
Table 4. Michael reaction catalyzed by zinc oxide ecocatalysts (EcoZnO)
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. .. Konwersja (%) /
Lp. Warunki reakcji Wydajnosé [%]
1 bez katalizatora, bez rozpuszczalnika, mtyn kulowy (500rpm, 2h) 2
2 EcoZnO. bez rozpuszczalnika, malonian (10 ekw.), w kolbie, 2h (99)/[83]
EcoZnO, bez rozpuszczalnika, malonian (1 ekw.), mtyn kulowy
3 (500rpm, 2h) (99)/[85]
4 zawrot EcoZnO, bez rozpuszczalnika, malonian (1 ekw.), mtyn kulowy (99)/(99)/ (97)/ (96)

(500rpm, 2h); 1 cykl, 2 cykl, 3 cykl, 4 cykl

Wykazali$my, Ze klasyczne stabe zasady, zwlaszcza K.COs, skutecznie katalizuja
reakcje Michaela w warunkach mechanochemicznych. Zastgpienie klasycznych
stabych zasad ekokatalizatorami otrzymanymi z biomasy roslinnej pozwolilo na
przeprowadzenie badanych reakcji z rownie dobrymi a czasami nawet lepszymi
wynikami. Najlepsze wyniki otrzymaliSmy dla ekokatalizotora przygotowanego z
biomasy pochodzacej z ro$liny Fallopia japonica. Katalizator ten umozliwiat
prowadzenie reakcji Michaela z dobrymi i bardzo dobrymi wydajnos$ciami,
poréwnywalnymi z wynikami uzyskiwanymi dla komercyjnego K.COs. Wydajnosci
produktéw wynosity zazwyczaj od okolo 80 do ponad 95%, w zaleznosci od
zastosowanych donoréw i akceptorow Michaela. Reakcje przebiegaty szybko,
zwykle w ciggu 2—-6 godzin, bez stosowania rozpuszczalnikow i przy niewielkiej
iloSci  katalizatora. Istotnym osiagni¢gciem bylo wykazanie mozliwosci
czterokrotnego recyklingu takiego ekokatalizatora bez utraty jego aktywno$ci
katalitycznej, co potwierdzito wysoka stabilno$¢ i praktyczng uzytecznos$¢ tych
katalizatorow. [37]

1.6. Reakcja hydrofosfonylowania substratéw karbonylowych przez tlenkowe
ekokatalizatory cynkowe (EcoZnO)

Kolejng reakcja, w ktorej zastosowaliSmy tlenkowe ekokatalizatory
cynkowe (EcoZnO) byta reakcja hydrofosfonylowania substratéw karbonylowych
prowadzaca do a-hydroksyfosfonianow. [40] a-Hydroksyfosfoniany stanowig wazng
grupe zwiazkow fosforoorganicznych wykorzystywanych jako biologicznie aktywne
substancje (m.in. inhibitory enzymow, Srodki przeciwpasozytnicze i insektycydy)
oraz cenne syntony w syntezie organicznej. [41, 42] Najczedciej otrzymuje si¢ je
poprzez addycje dialkilowych fosfonianow zawierajacych wiazanie P-H do grupy
karbonylowej aldehydéw lub ketondéw (reakcja Pudovika). [41, 42] Jako reakcje
modelowg wybrano addycje fosfonianu dietylu do benzaldehydu prowadzaca do
dietylowego  estru  a-hydroksybenzylowego  kwasu  fosfonowego. W
zoptymalizowanych warunkach reakcje prowadzono bez rozpuszczalnika przez 3 h
w temperaturze 50°C.
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Tabela 5. Reakcja hydrofosfonylowania substratow karbonylowych katalizowana przez tlenkowe
ekokatalizatory cynkowe (EcoZnO)
Table 5. Hydrophosphonylation reaction of carbonyl substrates catalyzed by zinc oxide ecocatalysts (EcoZnO)

- i Ph
Ph H. P,OEt Eko-katalizator )\ OFt
? /
O/) + 1 ~OEt . HO™ ~P._
o warunki O’/ OEt
5 —
Lp. Warunki reakeji Konwersja (/;) / Wydajnos¢
[%]
1 bez katalizatora, bez rozpuszczalnika, 3h, 50°C 0
2 EcoZnO. (5% mol Zn), bez rozpuszczalnika, 3h, 50°C 97)/195]
3 FeO+MgO+ZnO, bez rozpuszczalnika, 3h, 50°C (78)

zawrot EcoZnO. bez rozpuszczalnika, 3h, 50°C; 1 cykl, 2 cykl, 3

cykl, 97)/(96)/ (94)

Metodg przetestowano dla szerokiej gamy aldehydéw aromatycznych, alifatycznych
i heteroaromatycznych a takze réznych fosfonianow. W wigkszosci przypadkow
uzyskiwalismy bardzo wysokie konwersje (82—99%) oraz dobre do bardzo dobrych
wydajnos$ci izolowanych produktow (72-90%). Reakcja okazata si¢ natomiast mato
skuteczna dla ketonow. Dla acetofenonu uzyskano jedynie 35-37% konwersji nawet
po 20 godzinach ogrzewania w 70°C. Do przygotowania katalizatoréw wykorzystano
biomas¢ ro§liny Arabidopsis halleri, znanego hiperakumulatora cynku. Materiat
ro§linny pochodzit z dwoéch silnie zanieczyszczonych metalami obszaréw: okolic
Olkusza w Polsce oraz Auby we Francji. Ekokatalizatory przygotowano analogicznie
do tych stosowanych w reakcji addycji Michaela to znaczy bez etapu aktywowania
kwasem mineralnym. Analizy MP-AES, XRPD, HRTEM oraz STEM-EDX
wykazaty, ze katalizatory stanowia ztozone uklady polimetaliczne zawierajace
gléwnie Ca, K, Zn i Mg. Szczegdblnie interesujace byto wykrycie mieszanych tlenkow
magnezu i cynku o sktadzie zblizonym do Mgo.g3Zn.120 oraz obecno$¢ niewielkich
ilosci uktadow MgO-FeO. Ekokatalizatory mozna bylo odzyska¢ i ponownie
wykorzysta¢ po odsaczeniu po reakcji, przemyciu octanem etylu i wysuszeniu w
piecu. Odzyskane katalizatory zachowywaly wysoka aktywnos¢ przez pig¢ kolejnych
cykli reakcyjnych. Konwersja spadta niewiele jedynie z 97% do 88% po piatym cyklu
w przypadku ekokatalizatora uzyskaneg z biomasy zebranej w Polsce. Natomiast w
przypadku ekokatalizatora uzyskanego z biomasy zebranej we Francji aktywnos¢
spadata znacznie szybciej, co mozna byto powigzaé ze zmniejszajacy si¢ zawartoscig
magnezu w tym materiale po kazdym zawrocie.
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UWAGI KONCOWE

Ekokataliza stanowi innowacyjne podejScie laczace fitoremediacje z synteza
organiczng, w ktorym biomasa ro$lin hiperakumulujagcych metale jest
wykorzystywana jako zrodlo katalizatorow. Zamiast traktowaé biomas¢ powstajaca
podczas oczyszczania gleb 1 wod jako odpad, przeksztatca sie j3 w wysokoaktywne
materiaty katalityczne zawierajace m.in. Zn, Cu, Pd, Mn czy Mg. Ekokatalizatory z
powodzeniem zastosowano w reakcjach Dielsa—Aldera, sprzegania Ullmanna i
Suzuki, reakcji Garcii Gonzaleza, reakcjach addycji Michaela oraz
hydrofosfonylowaniu  aldehydéw. Za kazdym razem katalizatory te
charakteryzowaly si¢ wysokg aktywnoscig i1 selektywnoscia, czesto przewyzszajac
komercyjne katalizatory oparte na pojedynczych metalach. Skutecznos¢
ekokatalizatorow wynika z naturalnej polimetaliczno$ci uzytej biomasy,
prowadzacej do efektow synergicznych pomigdzy poszczegdlnymi centrami
aktywnymi. Szczegdlnie istotnym usprawnieniem Ww procesie przygotowania
ekokatalizatorow  bylo  opracowanie nowej generacji  ekokatalizatoréw
przygotowywanych wylacznie poprzez obrobke termiczna biomasy, bez
koniecznosci jej aktywacji kwasem solnym. Podej$cie to dodatkowo zwigksza
zgodno$¢ technologii z zasadami zielonej chemii. Najwazniejsze zalety ekokatalizy
obejmuja wykorzystanie odnawialnych zasobow, zagospodarowanie biomasy
pochodzacej z fitoremediacji, ograniczenie zuzycia surowcOw mineralnych,
mozliwos¢ recyklingu ekokatalizatorow oraz prowadzenie wydajnych procesow
chemicznych zgodnych z zalozeniami zrownowazonego rozwoju i gospodarki obiegu
zamknietego.[43] Nalezy jednak podkresli¢, ze pomimo bardzo obiecujacych
wynikéw, ekokataliza pozostaje technologia wymagajacg dalszych badan. Jednym z
gléwnych wyzwan jest naturalna zmienno$¢ skladu chemicznego biomasy,
wynikajgca z réznic gatunkowych roélin, wlasciwosci gleby, warunkow
klimatycznych oraz stopnia zanieczyszczenia S$rodowiska. Czynniki te moga
wplywaé zarowno na catkowita zawarto$¢ metali, jak i ich wzajemne proporcje w
otrzymywanych ekokatalizatorach, co utrudnia pelng standaryzacje materiatow.
Dodatkowym wyzwaniem pozostaje ograniczona kontrola nad rozmieszczeniem i
specjacjg metali w strukturze katalizatora oraz pelnym zrozumieniem mechanizméow
odpowiedzialnych za obserwowane efekty synergiczne. W przyszto$ci rozwoj
zaawansowanych metod charakteryzacji materialow oraz standaryzacja procedur
przygotowania biomasy i ekokatalizatorow powinny umozliwi¢ lepsza kontrole ich
wlasciwosci oraz utatwi¢ wdrazanie tej koncepcji na wigksza skalg. Ograniczenia te
nie zmieniaja jednak faktu, ze dotychczasowe wyniki wskazuja na znaczny potencjat
ekokatalizy jako nowego kierunku rozwoju zréwnowazonej katalizy i gospodarki o
obiegu zamknietym. [43]
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ABSTRACT

Receptors are an important class of proteins, ubiquitous in biology, most
frequently located in the cell membranes. Their role is to transmit or amplify a
signal, or modulate another biochemical process upon receiving a signal. The signal
usually takes a form of a chemical messenger (ligand). This report summarizes the
role and structure of nicotinic acetylcholine receptors (nAChR), as compared to the
general concept of a protein receptor. Particular emphasis is put on the a7 type of
nAChR. Details of the three-dimensional structure of the a7 nAChR and sequence
comparisons are provided.

The second part of this report describes intermolecular interactions between a
prominent nAChR ligand, epibatidine, and the binding site model. The quantum
chemical Density Functional Theory approach with empirical dispersion correction
allows for identification of the most important interactions: hydrogen bonds and
stacking.

Keywords: nicotinic acetylcholine receptors, nicotine, epibatidine, interaction
energy, DFT calculations
Stowa kluczowe: acetylocholinergiczne receptory nikotynowe, nikotyna,

epibatydyna, energia oddziatywania, obliczenia DFT
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AS — peten model miejsca wigzacego, bez epibatydyny
ASX — wskazany aminokwas w modelu miejsca wigzacego
DFT — Teoria Funkcjonatu Ggstos$ci

ES — czasteczka epibatydyny jako ligand

FS — peten uktad epibatydyna-model miejsca wigzacego
FSX — uktad epibatydyna-wskazany aminokwas

GPCR — receptory sprzgzone z biatkiem G

nAChR — acetylocholinergiczny receptor nikotynowy

PDB — strukturalna baza danych Protein Data Bank
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WPROWADZENIE

Biatka receptorowe to, obok enzymoéw, jedna z podstawowych klas bialek
obecnych w organizmach zywych. Ich rola jest odbieranie oraz przekazanie dalej
sygnalu o naturze przede wszystkim chemicznej, ale istniejg takze receptory
aktywowane mechanicznie, $wiatlem, temperatura, a nawet polem magnetycznym [1].
Jednak najbardziej rozpowszechnione sg receptory aktywowane wigzaniem si¢ z
odpowiednig czasteczka, zwang ligandem. Przekazanie (transdukcja) sygnalu to
najprostsza rola receptora, mozliwe jest takze wzmocnienie sygnalu (wigzanie
czasteczki wyzwala proporcjonalnie zwigkszong odpowiedz) lub jego wlaczenie
(integracj¢) w inng $ciezke biochemiczng (sygnatl dziata jak modulator procesu).

Typowym umiejscowieniem bialek receptorowych jest btona komoérkowa jako
granica miedzy obszarami o potencjalnie réznych parametrach biochemicznych (np.
stezeniu jonow Na® / K%). Istniejg tez receptory wewnatrzkomorkowe, zwane
jadrowymi receptorami dla hormonéw, uczestniczace w regulacji transkrypcji gendéw, o
znacznie powolniejszej (liczonej w godzinach i diuzej) odpowiedzi na sygnat w
poréwnaniu z receptorami blonowymi [2]. W biezacym opracowaniu skupiamy si¢ na
receptorach btonowych. Ich trzy podstawowe rodzaje to (a) receptory kanatu jonowego,
(b) receptory sprzezone z biatkiem G (zwane GPCR - ang. G-Protein Coupled
Receptors), oraz (c) receptory zwigzane z kinaza. Z punktu widzenia uktadu nerwowego
dziatajacego na zasadzie zmian elektrycznego potencjalu blonowego utrzymywanego
przez aktywny transport jonow sodowych i potasowych, receptory kanatu jonowego sg
najbardziej znaczace. Pod wplywem sygnatu chemicznego — zwigzania odpowiedniego
liganda — zmieniajg swoja przepuszczalnos¢ dla jonéow powodujac depolaryzacje
elektryczna, co jest rOwnoznaczne z przekazaniem sygnatu nerwowego. Takie receptory
mogg wystepowaé w samym uktadzie nerwowym, jak tez na styku nerw-migsien [2].

Wsrdd receptorow kanatlu jonowego wazna role pelnig receptory czute na
acetylocholing, podstawowy neuroprzekaznik nerwoéw migsniowych, wystepujacy takze
w innych miejscach uktadu nerwowego. Acetylocholina jest dla tych receptorow
ligandem (agonista) endogennym, z ktorym sa naturalnie skorelowane. Generalnie
receptory cholinergiczne, reagujace na acetylocholing, mozna podzieli¢ na dwa rodzaje:
receptory czute dodatkowo na nikotyng, oraz na muskaryne [1]. Ponizej podsumowano
stan wiedzy dotyczacy nikotynowych receptoréw acetylocholinergicznych (nAChR), w
szczegblnosci ich typu a7. Opisano takze, za pomoca metod chemii kwantowej,
szczegbly energii oddziatywania waznego liganda nAChR - epibatydyny — z
receptorem.
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1. NIKOTYNOWE RECEPTORY ACETYLOCHOLINERGICZNE

1.1. WYSTEPOWANIE, ROLA I TYPOWE AGONISTY nAChR

Nikotynowe receptory acetylocholinergiczne (nAChR) reagujg na obecno$é¢
nikotyny, ale nie sa czule na muskaryne¢; acetylocholina jest ich ligandem
endogennym. Typowe ligandy (agonisty) nAChR, z waznym wyjatkiem same;j
acetylocholiny, zawieraja atom azotu w pierScieniu heterocyklicznym — patrz

Rysunek 1.
S
\N‘/\/O o = | - N
d N |
N
acetylocholina nikotyna

epibatydyna cytyzyna

Rysunek 1. Typowe aktywatory — agonistyczne ligandy nikotynowych receptorow acetylocholinowych.
Figure 1. Typical activators — agonist ligands of nicotinic acetylcholine receptors

Receptory nAChR s3 podstawowym elementem sygnatowym plytki nerwowo-
migéniowej, czyli synaptycznego potaczenia aksonu nerwu ruchowego z komorka
mie$niowa. Pobudzony akson neuronu ruchowego wydziela acetylocholing, ktora
przechodzi przez synaps¢ i uruchamia nAChR komorki mig¢éniowej. Zaburzenia
tego mechanizmu sg przyczyng toksycznosci licznych zwigzkow, jednak w wielu
przypadkach celem toksyny nie jest nAChR. Zwigzki fosforoorganiczne, w tym
paralityczno-drgawkowe gazy bojowe (tabun, sarin, soman, VX) i pestycydy
(paration), deaktywujg enzym acetylocholinoesterazg. Enzym ten rozklada
acetylocholing, jest wigc konieczny dla zakonczenia podawania sygnatu. Jego
blokada przez wymienione zwiazki prowadzi do ciaglego skurczu i paralizu
mig$niowego. Inne silne toksyny — botulina czy toksyna tezcowa — dzialaja na
biatka SNARE wyzwalajace acetylocholing, a zatem blokuja wystanie sygnatu.
Jednak warto zwrdci¢ uwage na niektore alkaloidy — np. tubokuraryne (najsilniejszy
alkaloid kurary) oraz pankuronium (steroidowy lek zwiotczajacy), ktorych dziatanie
medyczne oraz wysoka toksyczno$¢ wynikaja wlasnie z antagonistycznego
blokowania nAChR [3].
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Wystepowanie nAChR w centralnym ukladzie nerwowym jest przyczyna
psychoaktywnosci i toksycznosci nikotyny oraz licznych jej analogow — mézgowe
nAChR sg bowiem bardziej czute na nikotyn¢ od swoich odpowiednikow w
migsniach szkieletowych [4]. Efekty migsniowe (drgawki) wystepuja przy dawkach
nikotyny wyzszych od tych powodujacych efekty neurologiczne. Te ostatnie sg dla
nikotyny nietypowe w poréwnaniu z innymi zwiazkami, bo mate dawki powoduja
pobudzenie, a wigksze — senno$¢ [5]. Podsumowujac, obecno$¢ nAChR w
osrodkowym uktadzie nerwowym jest jedng z przyczyn psychoaktywnego dziatania
wielu alkaloidéw, w szczegodlnosci nikotyny.

1.2. STRUKTURA RECEPTOROW nAChR TYPU a7

Bialka nAChR s3 w ogo6lnosci pentamerami, ztozonymi z podjednostek
roznego rodzaju, oznaczanych literami o, B, y, 6, €. W ramach danego typu
podjednostek takze istniejg warianty: od al do al0, oraz od B1 do p4. Mozliwos¢
roznych potgczen podjednostek w pentamer powoduje duze zrdéznicowanie tej
rodziny receptorow, w ogolnosci dzielonej nastepujaco [6]:

e typ I, neuronalny: jednostki a9, a10

e typ II, neuronalny: jednostki a7, a8

e typ IIl.1, neuronalny: jednostki 02, a3, a4, 06

e typ IIL.2, neuronalny: jednostki B2, B4

o typ II1.3, neuronalny: jednostki B3, a5

e typ IV, migéniowy: jednostki al, B1, v, 9, €.
Pojedyncze typy jednostek zdolne do tworzenia funkcjonalnych receptorow
homopentamerycznych to o7, a8, 09, al0 — pozostate podjednostki tworzg hetero-
pentamery. W dalszej czgéci skupiono sie na homopentamerach a7 jako typowych
przedstawicielach neuronalnych nAChR, a zatem uktadach waznych do badania
analogéw nikotyny i innych agonistow nAChR.

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej czesci receptorowej przyktadowego
nAChR typu a7 dla dwoch organizméw tak réznych jak czlowiek i blotniarka
stawowa (Lymnaea stagnalis, $limak stodkowodny) pokazuje, ze receptor ten jest
dos¢ dobrze zachowany ewolucyjnie. Podobienistwo sekwencji widoczne jest na
Rysunku 2, wykonanym z uzyciem programu ClustalX 2.0 [7]. Pomocniczo, pod
dopasowanymi sekwencjami widoczne jest graficzne wskazanie stopnia
dopasowania danej pary reszt z obu biatek — im wyzszy stupek, tym wigksza
zgodnos$¢. Wynik wskazuje na to, ze biatka nAChR sg ewolucyjnie wazne. Cickawe
jest, ze udalo si¢ sporzadzi¢ biatko chimeryczne ztozone z fragmentow ludzkich i
pochodzacych z blotniarki stawowej, zachowujace 64% identycznosci i 71%
podobienstwa z ludzkim nAChR a7, ciagle zdolne do wigzania epibatydyny,
silnego agonisty receptoréw nikotynowych [8]. Kilkakrotnie wspomniana
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btotniarka stawowa jest modelowym organizmem do badan nad centralnym
uktadem nerwowym — jej neurony sa duze, co ulatwia ich identyfikacj¢ i pomiary
fizyczne, jest ich tez jedynie ok. 20 tys.
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Rysunek 2.  Dopasowanie sekwencji miedzy ludzka (8UT1) a §limacza (119B) pozakomoérkowa domeng
nAChR
Figure 2. Sequence alignment for the human (8UT1) and snail (119B) extracellular domain of nAChR

Jesli nawet uznac, ze podobienstwo sekwencji nie jest idealne czy choéby
bardzo wysokie, to jednak struktura tréjwymiarowa receptordéw nAChR jest wysoce
powtarzalna mimo zmian ukfadu podjednostek. Pozakomorkowe domeny
zawierajace miejsca wiazace wykazujg przewage Kkartek B, a czesci
transmembranowe sg w typowy sposob wysoce helikalne. O stopniu rozwoju metod
pomiarowych umozliwiajacych strukturalne badanie biatek $wiadczy to, ze jeszcze
na poczatku XXI w. pomiar rentgenograficzny wigzacej ligandy domeny
pozakomoérkowej L. stagnalis (depozyt PDB 119B [9]) odczytano jako wielki
sukces bezposrednio obrazujgcy wigzanie agonisty, a tymczasem w 2024 roku
dokonano pomiaru catej struktury ludzkiego nAChR a7, tacznie z fragmentami
transmembranowymi (depozyt PDB 8UT1 [10]). Wymienione dwie struktury
pokazano na Rysunku 3, przygotowanym Z uzyciem programu VMD 1.9.3[11].

2
PDBID 119B s
)

PDB ID 8UT1 § 43

Rysunek 3. Tréjwymiarowa struktura receptora acetylocholinergicznego z L. stagnalis (tylko domena
pozakomorkowa, 119B) oraz ludzkiego nAChR o7 (8UT1).

Figure 3. Three dimensional structure of L. stagnalis acetylcholinergic receptor (extracellular domain
only, 119B) and human nAChR a7 (8UT1).
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2. EPIBATYDYNA JAKO LIGAND nAChR

2.1. EPIBATYDYNA — STRUKTURA I WEASCIWOSCI

Rdzenni mieszkancy Ekwadoru od wiekow uzywali epibatydyny jako trucizny,
ktora pokrywali lotki mysliwskie [12]. Jako osobng substancj¢ odkryt ja w 1974
John Daly w ekstraktach ze skor drzewotazow trojbarwnych (Epipedobates tricolor,
endemicznego plaza wystgpujacego w Ekwadorze), ktore zebrat z Charlesem
Myersem wczesniej tego roku. Jednakze, ze wzgledu na ograniczenia
technologiczne oraz utrudnienia w pozyskaniu wiekszych ilosci ekstraktu, strukture
zwigzku (patrz Rys. 4) udalo si¢ ustali¢ dopiero w 1992 roku za pomoca
spektroskopii NMR [13].

Rysunek 4.  Troéjwymiarowa struktura epibatydyny
Figure 4. Three dimensional structure of epibatidine

Epibatydyna ma bardzo silne (200 razy silniejsze od morfiny i 30 razy od
nikotyny [12]) dzialanie przeciwbdlowe dzigki jej oddzialtywaniu z receptorami
nAChR. Jak wspomniano powyzej, majg one wiele typow i podtypéow. Mozna je
podzieli¢ na heteromeryczne i homomeryczne, posrod ktorych a4p2 oraz o7 sa
odpowiednio biatkami o najwyzszej ekspresji. Wystepuja one powszechnie w
calym organizmie, wigc czasteczka oddzialujaca z nimi moze wywolywacé wiele
rozmaitych efektow. Epibatydyna jest wlasnie taka czasteczka i faktycznie jest dla
niej obserwowane szerokie spektrum oddziatywania na organizm, np. moze ona
wywotywaé reakcje zwigzane z uktadem oddechowym, pokarmowym oraz krazenia
[13]. Wyniki badan przeprowadzonych na przetomie XX i XXI w. wskazaty, ze
wspomniane efekty uboczne sg na tyle znaczace, iz nie udato si¢ znalez¢ dawki
leczniczej dla epibatydyny, co =zakonczylo nad nig badania jako Ilekiem
przeciwbdolowym.

Obecnie uczeni skupiajg si¢ na jej pochodnych, ktére rowniez wykazujg silne
dzialanie analgetyczne, ale rowniez bardziej selektywnie wiaza si¢ do czesci
receptorow nAChR, a wigc ich efekty uboczne nie sg tak szerokie. Przyktadem tego
jest tebaniclina, ktora osiggneta 11 faze badan klinicznych, jednak, ze wzgledu na
duza liczbe pacjentow wycofujacych si¢ z badania (spowodowaly to efekty
uboczne), profil farmaceutyczny uznano za niekorzystny [14]. Obecnie pochodne
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epibatydyny sa badane pod katem dziatania przeciwbolowego oraz jako leki w
walce z uzaleznieniem od nikotyny [15] (co jest mozliwe, gdyz epibatydyna oraz
nikotyna razem naleza do ligandéw nAChR). Badania wykazaly, ze wywotuje ona
bodziec dyskryminacyjny w zwierzetach modelowych (myszy), a wiec jest
mozliwe, ze taki sam efekt bedzie obserwowany u ludzi.

2.2. ODDZIALYWANIA LIGAND-RECEPTOR W UKLADZIE
EPIBATYDYNA - nAChR a7

Znaczacy skok w jako$ci uzyskiwanych struktur biatkowych i nowe metody
pomiarowe (mikroskopia elektronowa, pomiary czasowo-rozdzielcze) wzbogacily
w ostatnich latach wiedze na temat struktury i allosterycznej modulacji receptorow
nAChR. Wsrod ligandéw stosowanych przez badaczy znalazta si¢ tez epibatydyna,
dzieki czemu struktura kompleksu tej czgsteczki z ludzkim receptorem nAChR jest
znana i dostepna w bazie strukturalnej PDB jako depozyt 8UT1 [10]. Na podstawie
tej struktury sporzadzono mape oddzialywan liganda z otoczeniem biatkowym.
Rysunek 5, przygotowany z uzyciem programu LigPlot+ v.2.2.9 [16], przedstawia
potencjalne wiazania wodorowe oraz oddziatywania o charakterze dyspersyjnym w
kieszeni wiazacej epibatydyng. Zbadanie szczegotowej natury i ustalenie hierarchii
tych oddziatywan utatwi racjonalne projektowanie analogdéw epibatydyny.
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Rysunek 5.  Mapa oddziatywan epibatydyny z nAChR typu a7 — na podstawie depozytu PDB 8UT1
Figure 5. Interaction map for the epibatidine — nAChR a7 system — based on PDB deposit 8UT1
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Wykorzystane w niniejszej pracy modele obliczeniowe, inspirowane mapa
oddzialywan z Rysunku 5, utworzono na podstawie struktury 8UT1 z bazy PDB.
Poniewaz model kieszeni wiazacej nie stanowi ciaglej grupy aminokwasow, nie
prowadzono optymalizacji struktury, a wigzania do aminokwaséw granicznych
wysycano grupami metylowymi. Konsekwentnie stosowano poziom obliczeniowy
B3LYP-D3/def2-TZVP w fazie gazowej, czyli teori¢ funkcjonahu gestosci (DFT) z
funkcjonatem hybrydowym B3LYP [17] jako model kwantowo-mechaniczny, baze
funkcyjng def2-TZVP z potréjnym wyktadnikiem w powtoce walencyjnej [18] oraz
poprawki dyspersyjne w sformutowaniu D3 [19]. Z uwagi na pétilosciowy
charakter modelu nie stosowano poprawki na btad superpozycji bazy. Wszystkie
obliczenia kwantowo-chemiczne wykonane zostaly z zastosowaniem pakietu
Gaussian16 rev. C.01 [20].

Tabela 1. Catkowita energia uktadow FS, AS oraz ES podana w réznych jednostkach
Table 1. Total energies for the FS, AS and ES listed in different units
Energia
Uktad
[Hartree] [kcal/mol] [kl/mol]
FS -6936.18861606 -4352524.07 -18210960.71
AS -5939.37215529  -3727012.30 -15593819.45
ES -996.733226168 -625459.54 -2616922.73

Energia oddzialywania, Ein, 0szacowana w ramach zastosowanego poziomu teorii z
wykorzystaniem danych w tabeli nr 1 oraz klasycznego wzoru Eine = Ers — (Eas +
Egs) wynosi -0,08323 Hartree, czyli -52,231 kcal/mol lub -218,532kJ/mol. Wartos¢
ta, cho¢ uzyskana bez relaksacji strukturalnej i majaca charakter potilosciowy,
wskazuje na wyrazne wigzanie epibatydyny do receptora, ktérego sita jest zgodna z
literaturg [21], jednak nie pokazuje ona rodzajow tych oddziatywan, ani ich
potozenia w uktadzie. Dlatego wyznaczono energie oddziatywania epibatydyny z
poszczegblnymi resztami aminokwasowymi: Ein,x = Ersx — (Easx + Eks)

Tabela 2. Catkowita energia FSX, ASX w Hartree oraz oszacowane energie oddziatywania ligandu z
fragmentami receptora w wybranych jednostkach
Table 2. Total energies for FSX, ASX in Hartree and estimated interaction energies between the

epibatidine ligand and parts of the receptor listed in different units

X Ersx [Hartree] Easx [Hartree] Eincx [keal/mol] Einex [kJ/mol]
1 (Tyr92) -1630.24527508  -633.508151664 -2.446 -10.232
2 (Trp148, -2085.68280596  -1088.91417806 -22.215 92947

Ser149)
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3 (Tyr187) -1630.24240284  -633.502388182 -4.260 -17.823

4 (Cys189, -2366.55869044  -1369.81858098 -4.319 -18.072
Cys190)

5 (Tyr194) -1630.25524691  -633.509042373 -8.144 -34.075
6 (Trp54) -1686.57753897  -689.839099287 -3.272 -13.688

7 (Leul08) -1441.86776972  -445.131101798 -2.160 -9.036

8 (Leul18) -1441.86065467  -445.118368552 -5.685 -23.787

Aby okresli¢ szczegoly oddziatywan, do powyzszego wzoru podstawiono dane z
tabeli 2. Najwyzszg energi¢ oddzialywania zaobserwowano dla grupy nr 2. W
obrebie uktadu FS2 zidentyfikowano dwa silne oddziatywania (ktérych geometria
wskazuje na wigzanie wodorowe [21,22]) 1 jedno slabsze. W pierwszym wigzaniu
biorg udzial nastepujgce atomy: azot z mostku grupy azabicyklo i zwigzany z nim
wodor, oraz tlen grupy karbonylowej z wigzania peptydowego migdzy tryptofanem
a seryng. Moze to sprzyja¢ stabilizacji konformacji, jaka epibatydyna przyjmuje po
zwigzaniu do receptora, gdyz ta konformacja pozwala na utworzenie
odpowiedniego wigzania wodorowego. Drugie wigzanie powstaje miedzy azotem
pierScienia pirydynowego a czasteczkg wody. Ostatnie oddziatywanie, jakie
wystepuje w grupie nr 2, to prawdopodobnie stacking C-H:--m migdzy pierScieniem
pirydynowym (zrédtem gestosci elektrondw m) a fragmentem Ca-H seryny. Grupa
nr 5 wykazuje druga z kolei najwyzsza energi¢ wigzania, pochodzi ona z
oddzialywania stackingowego mig¢dzy wolnymi parami atomu tlenu grupy
hydroksylowej tyrozyny oraz grupa pirydynowa liganda [23,24]. Podobne
oddzialywania wystepuja w grupach nr 3 oraz 6 migdzy grupa azabicyklo
epibatydyny a pierScieniem aromatycznym, odpowiednio, tyrozyny i tryptofanu. W
obu przypadkach energie oddzialywania sg dos$¢ niskie, prawdopodobnie ze
wzgledu na niekorzystne utozenie oddziatujacych jednostek. Grupy nr 1, 4 oraz 7
wydaja si¢ nie mie¢ zadnych specyficznych oddziatywan miedzyczasteczkowych z
ligandem, a tylko sity dyspersyjne. Na tej podstawie mozna zatozyé, ze we
wszystkich grupach wystepuje komponent sit dyspersyjnych, mimo ze wigkszo$¢
uktadow wydaje si¢ mie¢ réwniez inne, silniejsze oddziatywania. Otrzymane
wyniki postuza w dalszych badaniach nad analogami epibatydyny i ich sita
wigzania z receptorem.
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ABSTRACT

Food contact materials (FCMs) manufactured from plant-based raw materials
and bio-based plastics are increasingly used as sustainable alternatives to
conventional plastics. However, information on the migration of low-molecular-
weight organic contaminants from these materials remains limited. The aim of this
study was to evaluate the migration of carbonyl compounds from selected plant-based
FCMs (wheat bran, palm leaf, bamboo, sugarcane, wood, plant residues, recycled
paper and bleached paper) and bio-based plastics (polylactic acid, biopolypropylene,
thermoplastic starch and expanded polypropylene) into food simulants representing
neutral, acidic, alcoholic, fatty, dry and frozen foods. Migration tests were performed
under conditions corresponding to 2 h of contact at 70 °C. Carbonyl compounds were
determined using a validated gas chromatography method with an electron capture
detector (GC-ECD) following derivatization with 0-(2,3,4,5,6-
pentafluorobenzyl)hydroxylamine. The results demonstrated that both the type of
FCMs and the type of food significantly affected intensity of migration. Plant-based
materials, particularly wheat bran, palm leaf and bamboo, exhibited the highest total
migration of carbonyl compounds, whereas bio-based plastics generally released
considerably lower amounts of migrants. Among the tested simulants, the highest
migration was observed for Tenax, followed by fatty and alcoholic food simulants.
Formaldehyde was one of the most frequently detected carbonyl compounds, while
hexanal, heptanal, nonanal and decanal were identified as dominant markers for
selected materials. Exposure assessment based on the estimated daily intake (EDI)
and comparison with the tolerable daily intake (TDI) for cancerogenic formaldehyde
indicated no health concern for adults under the adopted exposure scenario. In
contrast, the calculated EDI values for children reached or exceeded the TDI for
several materials, highlighting the importance of considering sensitive population
groups in the safety assessment of new FCMs. The findings demonstrate that, besides
overall migration, the qualitative profile of migrating carbonyl compounds provides
valuable information for evaluating the safety of plant-based and bio-based plastic
FCMs.

Keywords: food contact materials, biodegradable materials, bio-based plastics,
migration studies, food simulants, carbonyl compounds

Stowa kluczowe: materiaty do kontaktu z zywnoscia, biodegradowalne materiaty,
biotworzywa, badania migracji, symulanty zywnos$ci, zwiazki karbonylowe
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BAM — miska z bambusa

BIOPP — kubek z biopolipropylenu

EDI — szacowane dzienne pobranie

EFSA — Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci
EPP — miska ze spienionego polipropylenu

FCMs — food contact materials

GC-ECD — chromatografia gazowa z detektorem wychwytu elektronéw
GOZ — gospodarka obiegu zamknigtego

GMP — dobra praktyka produkcyjna

IAS — intentionally added substances

LOD — granica wykrywalnosci

LOQ — granica oznaczalnosci

MB — kubek ze skrobi termoplastycznej

NIAS — non-intentionally added substances

PC — kubek papierowy

PCW — kubek papierowy, bielony

PFBHA —0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzylo)hydroksyloamina
PLA — kubek z polilaktydu

PLB — miska z liscia palmowego

PLR — miska z pozostato$ci roslinnych

PPB — miska z biopolipropylenu, barwiona

PSC — talerz z trzciny cukrowej

PWB — talerz z otrgbow pszennych

RSD — wzgledne odchylenie standardowe

SML — limit migracji specyficznej

SUP — Single-Use Plastics

TDI — tolerowane dzienne pobranie

WB — miska z drewna

WHO — World Health Organisation



BIODEGRADOWALNE I ZDATNE DO RECYKLINGU MATERIALY 1519

WPROWADZENIE

Konwencjonalne tworzywa sztuczne naleza do najwazniejszych materialow
opracowanych w XX wieku i obecnie znajduja zastosowanie w niemal wszystkich
galeziach przemystu. Ich powszechne wykorzystanie wynika z pozadanych wtasciwosci,
takich jak niewielka masa, przezroczystos¢, tatwos¢ formowania, stosunkowo niskie
koszty produkcji oraz wygoda transportu [1]. Globalna produkcja tworzyw sztucznych
systematycznie wzrasta i w 2024 r. przekroczyla 430 mln ton [2]. Najwigkszym
producentem jest Azja, odpowiadajaca za ponad 54 % $wiatowej produkcji, nastepnie
Ameryka Pélnocna (okoto 16 %) oraz Europa (12 %). Najwazniejszym odbiorca tworzyw
sztucznych pozostaje opakowalnictwo, ktore odpowiada za prawie 40 % ich calkowitego
zuzycia. Dynamiczny rozwdj tego sektora byl zwigzany przede wszystkim
z upowszechnieniem opakowan jednorazowego uzytku. Jednak narastajaca ilosé¢
odpaddéw z tworzyw sztucznych, przy jednocze$nie ograniczonych mozliwosciach ich
recyklingu i biodegradacji, doprowadzita do globalnego kryzysu zanieczyszczenia
srodowiska, obejmujacego eckosystemy ladowe i wodne oraz stanowigcego jedno
z najwazniejszych wyzwan ekologicznych XXI wieku [3].

W zwiazku z obserwowanym kryzysem srodowiskowym w ciagu ostatnich kilku lat
w Unii Europejskiej wprowadzono szereg regulacji, ktorych nadrzgdnym celem jest
wspieranie zrownowazonego rozwoju. Jedna z nich jest Dyrektywa (UE) 2019/904
z 5 czerwca 2019 r., powszechnie znana jako dyrektywa SUP (ang. Single-Use Plastics)
[4], ktorej gldownym zalozeniem jest ograniczenie negatywnego wplywu produktow
jednorazowego uzytku z tworzyw sztucznych na $rodowisko oraz wspieranie rozwoju
gospodarki o obiegu zamknigtym (GOZ) [5]. Podstawowe zasady GOZ opieraja si¢ na
maksymalizacji wykorzystania zasobow, ponownym wykorzystaniu odpaddéw oraz
zwiekszaniu udziatlu surowcow i zrodet energii odnawialnej [6]. W konsekwencji
obserwowany jest dynamiczny rozwdj alternatywnych materiatow opakowaniowych.
Coraz cze¢sciej wykorzystywane sg materialty biodegradowalne (np. otrgby pszenne),
zdatne do recyklingu (np. papier) oraz biotworzywa (np. polilaktyd), ktore postrzegane
sa jako bardziej zréwnowazone substytuty dla konwencjonalnych polimerow ze wzgledu
na mozliwo§¢ biodegradacji, kompostowania lub wykorzystania surowcow
odnawialnych przy zachowaniu pozadanych wlasciwosci uzytkowych [7].

Wdrazanie materiatbw biodegradowalnych, nadajacych si¢ do recyklingu
i biotworzyw wiaze si¢ jednak z wyzwaniami, ktore obejmuja wysokie koszty produkecji,
konieczno$¢ rozwoju infrastruktury gospodarki odpadami oraz nadal ograniczone
mozliwosci recyklingu wielu grup polimeréw [8-10]. Dodatkowym ograniczeniem
pozostaje wykorzystanie surowcoéw rolniczych do produkcji biotworzyw, co moze
zwigkszaé presje na uzytkowanie gruntow [11]. Jednoczeénie coraz szersze stosowanie
nowych materialéw jako materiatow przeznaczonych do kontaktu z zywnos$cig (FCMs)
(ang. Food Contact Materials) rodzi pytania dotyczace ich bezpieczenstwa.

FCMs powinny by¢ wytwarzane zgodnie z zasadami dobrej praktyki produkcyjnej
(GMP), aby ograniczy¢ przenoszenie substancji do zywnosci w ilosciach mogacych
stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia konsumentow lub powodowa¢ niedopuszczalne zmiany
w skladzie oraz wiasciwosciach produktow spozywczych [12]. Jednak interakcje
zachodzace pomig¢dzy FCMs a zywnoS$ciag moga prowadzi¢ do jej zmian jakoSciowych i
sensorycznych. Szczegolnie niepozadanym zjawiskiem sa migracje zachodzace gtdwnie
w przypadku substancji o niskiej masie czasteczkowej, ktore moga tatwo przenikaé z
materiatu do zywnoS$ci [13]. Zgodnie z prawem Ficka migracja zachodzi na drodze
dyfuzji pomiedzy o$rodkami o ré6znym stezeniu az do osiaggnigcia stanu rownowagi [13-
15].
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Ze wzgledu na mozliwo$¢ migracji zwiazkow chemicznych z FCMs do zywnosci
ich bezpieczenstwo podlega $cistej kontroli prawnej. W Unii Europejskiej oceng ryzyka
substancji stosowanych w FCMs prowadzi Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci (EFSA), natomiast wymagania dotyczace materialdbw i wyrobow
przeznaczonych do kontaktu z zywnos$cia okresla Komisja Europejska. Podstawowym
aktem prawnym jest rozporzadzenie Komisji (UE) nr 10/2011 (wraz z nowelizacja z dnia
23 wrzesnia 2020 r.) [16,17], ktore ustanawia unijny wykaz substancji dopuszczonych do
stosowania w produkcji materiatéw i wyrobow z tworzyw sztucznych. Mimo ze dla wielu
FCMs wykonanych z surowcow pochodzenia roslinnego, zdatnych do recyklingu
i biotworzyw nie opracowano dotad szczegdtowych przepisow, podlegaja one ogdlnym
wymaganiom dotyczacym bezpieczenstwa FCMs. Jednym z podstawowych elementow
oceny zgodnosci FCMs z obowigzujacymi regulacjami sa badania migracji substancji do
zywnosci lub symulantow zywnos$ci, wykonywane zgodnie z wytycznymi rozporzadzen
Komisji (UE) nr 10/2011, 213/2018 oraz 1245/2020 [16-18]. W tych badaniach warunki
czasu 1 temperatury kontaktu dobierane sg tak, aby odzwierciedlaly najbardziej
niekorzystne przewidywane warunki uzytkowania materiatu, np. 2 h w temperaturze
70 °C dla krotkotrwatego kontaktu FCMs z goraca zywnoscia.

Substancje migrujace z FCMs do zywnosci moga pochodzi¢ zaréwno
z zastosowanych surowcoéw, jak i z proceséw zachodzacych podczas wytwarzania
materiatow. Wyrdznia si¢ substancje dodawane celowo (IAS) (ang. intentionally added
substances) oraz niecelowo (NIAS) (ang. non-intentionally added substances), ktorych
przyktady przedstawiono na Rysunku 1. Dla wielu substancji IAS okre$lono limity
migracji specyficznej (SML) (ang. specific migration limit), wyznaczajace maksymalng
dopuszczalng ilo§¢ substancji mogacej migrowaé do zywnoSci (wyrazone
w ug/g zywnosci). Ponadto w procesie oceny ryzyka zwigzanego z substancjami
migrujacymi z FCMs wykorzystywane sa wskazniki narazenia i toksycznosci, takie jak
szacowane dzienne pobranie (EDI) oraz tolerowane dzienne pobranie (TDI). Warto$§¢
EDI odzwierciedla przewidywane narazenie konsumenta na dang substancj¢, natomiast
TDI okresla ilo$¢ substancji, ktora moze by¢ pobierana codziennie przez cate zycie bez
istotnego ryzyka dla zdrowia. Zestawienie warto§ci EDI z TDI umozliwia oceng
bezpieczenstwa narazenia konsumentdéw na substancje migrujace z FCMs.

Szczegdlnie wazng grupe zwigzkow migrujacych z FCMs do zywnoS$ci stanowig
niskoczasteczkowe zwiazki karbonylowe, ktéore mogg by¢ obecne w roslinnych
surowcach wykorzystywanych do produkcji oraz powstawaé spontanicznie
w wyniku degradacji sktadnikéw materiatow opakowaniowych lub polimerowych
powtok ochronnych [19-22]. Ich migracja jest zjawiskiem niepozadanym i wymaga
statego monitorowania. Niektore aldehydy, w tym przede wszystkim formaldehyd,
wykazuja wlasciwosci rakotworcze, mutagenne Iub uczulajace [23], dlatego
klasyfikowane sa do grupy IAS. Zalecana wartos§¢ SML dla formaldehydu wynosi
15 pg/g zywnosci, a TDI ustalono na poziomie 150 ug/kg masy ciata/dobe (150 pg/kg
m.c./dobg) [16]. Ponadto obecno$¢ mieszaniny nasyconych i nienasyconych aldehydow
oraz ketonéw w zywnoSci moze wskazywa¢ na niepozadane zmiany profilu
sensorycznego produktow, poniewaz zwigzki te charakteryzujg si¢ bardzo niskimi
progami wyczuwalno$ci sensorycznej [24-27]. Do tej pory niskoczasteczkowe zwiazki
karbonylowe byty oznaczane gtéwnie w wodach mineralnych pakowanych w butelki z
tworzyw sztucznych pochodzacych z réznych rynkow, m.in. japonskiego, brazylijskiego
i iranskiego, przy czym ich stezenia zwykle miescily si¢ w zakresie od kilku do
kilkudziesieciu pg/l [28-30]. Rosnace zainteresowanie FCMs wytwarzanych
z surowcow pochodzenia roslinnego, zdatnych do recyklingu oraz biotworzyw wymaga
rozszerzenia badan nad ich bezpieczenstwem chemicznym. Ze wzgledu na niewielka
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mas¢ czasteczkowa, wysoka reaktywno$¢ oraz zdolno$¢ do migracji do zywnoSci
niskoczasteczkowe zwiazki karbonylowe moga stanowi¢ uzyteczne markery procesow
migracji oraz zmian zachodzacych w materiatach podczas ich uzytkowania.

7 N 4 A
( SUBSTANCJE DODAWANE ] SUBSTANCJE DODAWANE )

[ CELOWO I NIECELOWO I
i DO FCMs l DO FCMs l
1A NIA!

\ (1AS) J N (NIAS) ,

PLASTYFIKATORY ZANIECZYSZCZENIA SUROWCOW

SRODKI ANTYSTATYCZNE PRODUKTY DEGRADAC]I

POLIMEROWYCH POWLOK
PRZECIWUTLENIACZE OCHRONNYCH
STABILIZATORY UV PRODUKTY UBOCZNE PROCESU

SRODKI POSLIZGOWE PRODUKCY|NEGO

BARWNIKI | PIGMENTY SUBSTANCJE POCHODZACE
Z RECYKLINGU
SUBSTANCJE POWLOKOWE

PRODUKTY REAKC)I CHEMICZNYCH

Rysunek 1. Przyktady substancji celowo (IAS) oraz niecelowo (NIAS) dodanych w materiatach
przeznaczonych do kontaktu z zywnoscia (FCMs), stanowiacych potencjalne Zrodto migracji do zywnosci.

Figure 1. Examples of intentionally added substances (IAS) and non-intentionally added substances
(NIAS) in food contact materials (FCMs), representing potential sources of migration into food.

Celem badan byta ocena migracji niskoczasteczkowych zwigzkoéw karbonylowych
z nowych FCMs wykonanych z surowcoéw pochodzenia roslinnego, zdatnych do
recyklingu oraz biotworzyw do symulantéw imitujacych zywno$¢é o réznym charakterze:
neutralng, kwasna, alkoholows, tlusta oraz sucha i mrozong, zgodnie z warunkami
odpowiadajacymi kontaktowi materialu z zywnoscig przez 2 h w temperaturze 70 °C.
Ponadto oceniono wptyw wybranych czynnikow na intensywno$¢ proceséw migracji.
Zastosowanie zoptymalizowanej metody chromatografii gazowej z detektorem
wychwytu elektronow (GC-ECD), poprzedzonej etapem derywatyzacji, umozliwito czute
oznaczanie $ladowych stezen zwigzkdéw karbonylowych migrujacych z badanych
materiatow do symulantéw. Dla wybranych zwigzkéw karbonylowych o szczegdlnym
znaczeniu toksykologicznym przeprowadzono rdwniez oceng¢ narazenia konsumentow,
opartg na obliczeniu EDI oraz jego poréwnaniu z warto$ciami TDI, co pozwolito na oceng
potencjalnego ryzyka zdrowotnego wynikajgcego z migracji tych substancji do zywnosci.

1. METODOLOGIA

1.1. MATERIAL BADAWCZY

Badania migracji przeprowadzono z wykorzystaniem dostgpnych na rynku
FCMs, wykonanych z materiatdéw pochodzenia roslinnego, zdatnych do recyklingu
oraz biotworzyw. Szczegdlowy opis analizowanych materialdéw wraz z fotografiami
przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Charakterystyka badanych FCMs wraz z zastosowanymi skrotami oraz $redniag masg naczynia
(n =10) £ odchylenie standardowe.

Table 1. Characteristics of the FCMs studied, including the abbreviations used and the mean mass of a container
(n =10) + standard deviation.

Rodzaj analizowanego materiatu Skrot Srednia
masa
naczynia
(n=10) [g]

Talerz z otrgbow PWB 97,3+6,3
pszennych
Miska z liscia PLB 10,8+3,4
palmowego

*
Miska z bambusa BAM 5,1+0,4
Talerz z trzciny PSC 10,6+0,7

-

cukrowej

b

' Miska z drewna WB 1,5+0,1
Miska z pozostatosci PLR 10,3+0,6
roslinnych

' Kubek papierowy PC 13,240,1
- Kubek  papierowy, PCW 7,5+0,2
bielony

—
I

Kubek z polilaktydu PLA 4,540,1
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Kubek z  BIOPP 2,8+0,1
biopolipropylenu

Kubek ze skrobi MB 3,0+0,2
termoplastycznej

Miska ze EPP 12,940,1
spienionego
polipropylenu

Miska z PPB 9,840,2
biopolipropylenu,
barwiona

1.2. CHARAKTERYSTYKA SYMULANTOW ZYWNOSCI

W badaniach migracji powszechnie stosuje si¢ symulanty zywnosci, ktore
umozliwiaja prowadzenie eksperymentéw w kontrolowanych i powtarzalnych
warunkach. Kazdy z symulantow odpowiada okreslonej kategorii Zywnosci, zgodnie
z rozporzadzeniem (UE) nr 10/2011 (Tabela 2). Wodg destylowang otrzymano
poprzez oczyszczenie wody wodociagowej z zastosowaniem urzadzenia Spring 25
(HLP Hydrolab Poland). Roztwory etanolu o stezeniach 10 %, 20 % 1 50 % (v/v)
przygotowano przez rozcienczenie etanolu absolutnego (EMSURE®, Merck,
Darmstadt, Niemcy), natomiast 3% (v/v) roztwor kwasu octowego otrzymano przez
rozcienczenie lodowatego kwasu octowego (EMSURE®, Merck, Darmstadt,
Niemcy). Materiat Tenax® TA (polimer porowaty o wielkosci czastek 60—80 mesh,
Merck, Darmstadt, Niemcy) przygotowano zgodnie z procedura opisang wczesniej
[31] z pewnymi modyfikacjami. Przed uzyciem 5 g materialu Tenax umieszczono
w celulozowej gilzie ekstrakcyjnej i poddano ciaglej ekstrakcji zanieczyszczen
w aparacie Soxhleta przez 6 h, stosujac 70 ml metanolu. Nastgpnie materiat suszono
przez 5h w temperaturze 160 °C w laboratoryjnej suszarce, przechowywano
w eksykatorze do czasu uzycia, a bezposrednio przed badaniami doktadnie
homogenizowano.
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Tabela 2. Wykaz symulantéw zywno$ci powszechnie stosowanych w badaniach migracji (zgodnie
z rozporzadzeniem (UE) nr 10/2011)

Table 2. List of food simulants commonly used in migration testing (in accordance with Regulation (EU) No
10/2011)

Symbol Nazwa symulantu ~ Ggsto$¢ symulanta  Typ symulowanej  Przyktad
symulantu (kg/m®) Zywnosci symulowanej
Zywnosci
A* 10 % (v/v) etanol 984,71 Zywno$¢ neutralna Woda mineralna
niegazowana,
miody
B 3% (v/v) kwas 1040 Zywnos¢ kwasna Zupy warzywne,
octowy soki owocowe
C 20 % (v/v) etanol 973,56 Zywno$¢ alkoholowa Wina, piwa
Dl 50 % (v/v) etanol 930,14 Zywnos¢ thusta, emulsje  Mleko i napoje
typu olej mleczne
w wodzie
E Tenax - Zywno$¢  sucha i Makarony, 1yz,
mrozona lody

* w celu symulacji Zywnoéci neutralnej zastosowano rowniez wode destylowang (ggsto$é = 1000 kg/m®)

1.3. BADANIA MIGRACJI

Procedury badan migracji wykonano zgodnie z wymaganiami okre$lonymi
w rozporzadzeniu Komisji (UE) nr 10/2011 i dostosowano je do rodzaju
zastosowanego symulanta Zzywno$ci. W przypadku cieklych symulantow,
analizowane FCMs zwazono, poci¢to na fragmenty o wymiarach 1 x 1 cm,
a nastepnie poddano ekstrakcji z uzyciem 200 ml odpowiedniego roztworu: A (10 %
(v/v) EtOH) oraz dodatkowo wody destylowanej, B (3 % (v/v) kwas octowy), C
(20 % (v/v) EtOH) oraz D1 (50 % (v/v) EtOH) w temperaturze 70 °C przez 2 h.
Stabilnos$¢ temperatury w czasie zapewniono za pomocg magnetycznych mieszadet
grzewczych z funkcja regulacji temperatury, przy predkosci mieszania wynoszacej
300 obr./min. Masa materiatu wykorzystanego w pojedynczej probce odpowiadata
potowie masy badanego naczynia, przy zalozeniu, ze podczas uzytkowania okoto
polowa jego powierzchni pozostaje w kontakcie z zywnos$cig. Po zakonczeniu
migracji probki przefiltrowano i1 odwirowano w celu usunigcia pozostato$ci
materiatu.

W przypadku statego symulanta zywnosci (Tenaxu) zalecana ilo$¢ wynosi 4 g
na 1 dm? powierzchni FCMs. W zwigzku z tym analizowane materiaty pocigto na
kawatki o wymiarach 5 X 5cm, odpowiadajace powierzchni 25 cm?  Probki
umieszczono na szkietkach zegarkowych, a nastgpnie przykrywano 1 g uprzednio
oczyszczonego 1 wysuszonego Tenaxu. W kolejnym kroku prébki owinigto folig
aluminiowa (w celu wyeliminowania mozliwo$ci parowania) i umieszczono w piecu
nagrzanym do temperatury 70 °C na 2 h. Nastgpnie Tenax ekstrahowano dwukrotnie
przy uzyciu 25 ml metanolu w ciagu 1 h w temperaturze otoczenia. Ekstrakty
zatezono do objetosci 4 ml poprzez odparowanie prézniowe (p = 850 hPa) i
umieszczono w fiolkach ze szkta oranzowego.
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Probki  kontrolne przygotowano analogicznie do probek badanych,
z pomini¢gciem stosowania FCMs. Wszystkie analizy wykonano w trzech
powtorzeniach, zaréwno dla probek badanych, jak i probek kontrolnych.

1.4. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZY
CHROMATOGRAFICZNEJ

Zwiazki karbonylowe sg dobrze rozpuszczalne w matrycach polarnych, dlatego
ich wyodrebnienie wymaga specjalnego przygotowania probek do analiz
chromatograficznych. Oznaczenie jakosciowe i iloSciowe migrujacych zwigzkoéw
karbonylowych przeprowadzono przy uzyciu techniki zaproponowanej wczesniej
[32], po odpowiedniej optymalizacji. Technika ta opiera si¢ na wstepnej
derywatyzacji probki odczynnikiem 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzylo)-
hydroksyloaming (PFBHA), co pozwala na przeksztalcenie zwigzkow
karbonylowych w mniej polarne i bardziej lotne etery oksymow (Rysunek 2).
W przypadku wigkszosci aldehydow i ketondw powstaja dwa izomery geometryczne:
E- 1 Z-PFBHA, z wyjatkiem zwigzkow o budowie symetrycznej, takich jak
formaldehyd.

(V) ™) (£4)]

Rysunek 2. Przyktadowe struktury eterow oksymoéw otrzymane w wyniku derywatyzacji odczynnikiem
PFBHA nastgpujacych zwigzkow karbonylowych: (I) formaldehydu, (II) acetaldehydu, (III) heksanalu, (IV)
acetonu, (V) nonanalu i (VI) glioksalu.

Figure 2. Examples of oxime ether structures obtained by derivatization of the following carbonyl compounds
with PFBHA: (I) formaldehyde, (II) acetaldehyde, (III) hexanal, (IV) acetone, (V) nonanal, and (VI) glyoxal.

Do 50 ml ciektych symulantéw zywno$ci oraz do 1 ml ekstraktu metanolowego
dodano 1 ml wodnego roztworu PFBHA o st¢zeniu 2 mg/ml, a nastepnie inkubowano
przez 1 h w temperaturze pokojowej. W celu zakonczenia reakcji derywatyzacji
dodano 50 pl stezonego kwasu siarkowego(VI). Powstale etery oksymow
ekstrahowano metoda ekstrakcji ciecz-ciecz (LLE) przy uzyciu 1 ml heksanu przez
1 min. Nastepnie ekstrakt oczyszczono za pomocg 2 ml 0,1 M roztworu kwasu
siarkowego(VI).
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Ogolny schemat procedury wstepnego przygotowania probek do jakosciowego
i ilosciowego oznaczania niskoczasteczkowych zwigzkow karbonylowych,
z uwzglednieniem podziatlu na ciekte oraz state symulanty zywno$ci, przedstawiono
na Rysunku 3.

ETO“C ® 2h

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
e ——
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

temperatura temperatura :
E pokojowa ® 2h E pokojowa ®1 min
1

e
1
2 ! 3
Proces derywatyzacji 50 ml 1 Proces ekstrakeji typu ciecz-ciecz
ciekiych prébek przy uzyciu 1 ml 1 zderywatyzowanych prébek przy

PFBHA o stezeniu 2 mg/ml; uzyciu 1 ml heksanu;
zatrzymanie procesu oczyszczenie ekstraktow

1

Badania migracji
niskoczasteczkowych zwigzkéw
karbonylowych
z biodegradowalnych i zdatnych
do recyklingu FCMs do ciekiych
symulantéw zywnosci (wody
destylowanej, 10% (v/v) etanolu,
3% (v/v) kwasu octowego, 20%
(v/v) etanolu i 50% (v/v) etanolu).

Przeniesienie ekstraktéw
heksanowych do eznakowanych
fiolek chromatograficznych,

: a nastepnie analiza GC-ECD.
derywatyzacji pop | hek ych za
wkroplenie stezonego kwasu | 2 ml rozcieficzonego kwasu
siarkowego (V1). 1 siarkowego (V).

1

1

1

1

|~
—
=

:

- S ————

He-

N 3

2

Badania migracji
niskoczasteczkowych zwigzkéw
karbonylowych

z biodegradowalnych i zdatnych
do recyklingu FCMs do Tenaxu.

temperatura
pokojowa ® 1h

gD S R S ——

3

Dwukrotny proces ekstrakcji
Tenaxu przy uzyciu 25 ml
metanolu.

=

Oczyszczanie Tenaxu poprzez
ciagly ekstrakeje zanieczyszczen
w aparacie Soxhleta, a nastepnie
wygrzewanie oczyszczonego
materialu w piecu.

Zatezenie ekstraktow
metanolowych przy uzyciu
odparowania prézniowego

(850 hPa).

| *dalsze etapy obejmujg derywatyzacjg
§ _ 1mi ekstraktu metanolowego przy
uzyciu 1 ml PFBHA, ekstrakcje typu ciecz-
I Ciecz 1 mi heksanu oraz aczyszczenie
ekstraktéw przed analiza GC-ECD

(I
Rysunek 3. Schemat procedury oznaczania niskoczasteczkowych zwiazkéw karbonylowych migrujacych
z biodegradowalnych, zdatnych do recyklingu FCMs oraz biotworzyw: (A) z wykorzystaniem ciektych
symulantdow zywnosci, obejmujacej badania migracji, derywatyzacj¢, ekstrakcje ciecz—ciecz oraz analizg
metoda GC-ECD; (B) z wykorzystaniem sorbentu Tenax, obejmujacej kondycjonowanie sorbentu, badania
migracji, ekstrakcj¢ sorbentu metanolem, zatgzanie ekstraktow oraz analiz¢ metoda GC-ECD.

Figure 3. Schematic of procedures for determining low-molecular-weight carbonyl compounds migrating from
biodegradable, recyclable and bio-based plastic FCMs: (A) using liquid food simulants, comprising migration
testing, derivatization, liquid-liquid extraction, and GC-ECD analysis; (B) using Tenax sorbent, comprising
sorbent conditioning, migration testing, sorbent extraction with methanol, extract concentration, and GC-ECD
analysis.
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1.5. CHROMATOGRAFIA GAZOWA W UKLADZIE Z DETEKTOREM
WYCHWYTU ELEKTRONOW (GC-ECD)

Ekstrakty heksanowe analizowano metodg chromatografii gazowej przy uzyciu
urzadzenia Fisons Instruments 8000 wyposazonego w detektor wychwytu
elektronow 63 Ni (GC-ECD). Do kolumny chromatograficznej wprowadzano 0,5 pl
ekstraktu za pomocg iniektora ,,on column”. Do analizy zastosowano kapilarne
kolumny chromatograficzne wykonane z topionej krzemionki: Rtx-SMS (Restek)
(30 m x 0,25 mm $rednicy wewngtrznej x 0,25 pm grubosci warstwy), a jako
kolumng potwierdzajaca Rtx-1301 (Restek) (30 m x 0,32 mm $rednicy wewngtrznej
x 0,5 um grubosci warstwy). Temperatur¢ wtryskiwacza ustawiono na 80 °C,
natomiast przeplyw gazu na 80 kPa. Jako gaz no$ny zastosowano hel, a jako gaz
uzupetniajacy dla detektora — azot. Analizy przeprowadzono w programie
temperaturowym rozpoczynajacym si¢ od 80 °C przez 4 min, w dalszej kolejnosci
zwigkszano temperature do 240 °C z predkoscig 7 °C/min, a nastepnie do 290 °C z
predkoscia 20 °C/min. Do gromadzenia i przetwarzania danych chromatograficznych
wykorzystano oprogramowanie DataApex, Clarity 6.2, Czechy. Chromatogramy
wzorcow zwigzkéw karbonylowych: aldehydow 1 ketondéw przedstawiono na
Rysunku 4.
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Rysunek 4. Chromatogramy wzorcéw zwigzkow karbonylowych: (I) aldehydéow — (A) formaldehyd, (B)
acetaldehyd, (C) propanal, (D) butanal, (E) pentanal, (F) heksanal, (G) heptanal, (H) oktanal, (I) benzaldehyd,
(J) nonanal, (K) dekanal, (L) glioksal, (M) metyloglioksal oraz (II) ketonow: (N) aceton, (O) pentan-2-on, (P)
heksan-2-on, (R) oktan-3-on.

Figure 4. Chromatograms of carbonyl compound standards: (I) aldehydes — (A) formaldehyde, (B)
acetaldehyde, (C) propanal, (D) butanal, (E) pentanal, (F) hexanal, (G) heptanal, (H) octanal, (I) benzaldehyde,
(J) nonanal, (K) decanal, (L) glyoxal, (M) methylglyoxal, and (II) ketones: (N) acetone, (O) pentan-2-one, (P)
hexan-2-one, (R) octane-3-one.

Oznaczenie  iloSciowe  zwiazkow  karbonylowych  przeprowadzono
z wykorzystaniem metody krzywej kalibracyjnej. Wszystkie standardy
przygotowano metoda grawimetryczng w zakresie stezen 1-30 pg/l. Liniowos¢
krzywej kalibracyjnej obliczono jako wspdtczynnik korelacji (R), ktorego wartos§¢
dla wszystkich analitow byla wicksza niz 0,9996. Granice wykrywalnosci (LOD)
1 granic¢ oznaczalnosci (LOQ) okreslono dla kazdego analitu przy uzyciu funkcji
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»Statystyki regresji”. Precyzje metody oceniono pod katem powtarzalnosci
i wyrazono jako wzgledne odchylenie standardowe (RSD %). Warto§¢ RSD%
uzyskano poprzez analize probek w zoptymalizowanych warunkach, przy uzyciu
trzech powtdrzen i co najmniej pigciu punktow krzywej kalibracyjnej dla kazdego
analitu. Parametry analityczne wszystkich badanych substancji migrujacych
przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Wykaz badanych zwiazkéw karbonylowych z danymi chromatograficznymi: czasem retencji (min),
réwnaniem krzywej wzorcowe]j (uwzgledniajace btedy pomiaru parametréw a i b, przedstawione w postaci
y = a(=SE)x + b(£SE)), granica wykrywalnosci (LOD), granica oznaczalnosci (LOQ) oraz wzglgdnym
odchyleniem standardowym (RSD)

Table 3. List of tested carbonyl compounds with chromatographic data: retention time (min), standard curve
equation (includes measurement errors of parameters a and b and expressed in the form y=a(+SE)x+b(£SE)),
limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ) and relative standard deviation (RSD)

Zwiazek Czas Rownanie  krzywej LOD LOQ RSD

karbonylowy retencji kalibracyjnej (ng/l) (ng/l) (%)
(min)

Formaldehyd 5.68 y=41(£2)x +291(£24)  0.003 0.009 9.8

Acetaldehyd 8.10; y=82(£3)x +457(+42)  0.005 0.015 9.1
8.24

Aceton 8,56 y=184(+10)x + 0.020 0.060 6.5

1217(+158)

Propanal 8.94; y=37(£2)x + 502(£65) 0.015 0.045 9.8
9.07

Butanal 10.65; y=51(*3)x + 893(£25) 0.020 0.060 9.9
10.76

Pentan-2-on 11.25; y=8(x1)x +905(x166)  0.012 0.040 6.4
11.40

Pentanal 12.44; y=57(%3)x +906(£30)  0.020 0.080 9.9
12.54

Heksan-2-on 12.84; y=7(x)x + 787(£31)  0.020 0.080 6.4
13.05

Oktan-3-on 14.51; y=5(x1)x + 534(+49)  0.060 0.190 5.2
14.76

Heksanal 15.15; y=210(+4)x+622(£35)  0.003 0.009 6.4
15.25

Heptanal 16.95; y=41(x1)x + 148(=4)  0.003 0.009 6.8
17.00

Oktanal 17.76 y=72(*£3)x +215(£28) 0.010 0.030 9.9

Benzaldehyd 20.12 y=38(x2)x - 60(£8) 0.010 0.030 8.8

Nonanal 20.38 y=26(x1)x +122(£9)  0.010 0.030 8.7

Dekanal 21.00 y=15(1)x + 148(£6)  0.020 0.090 9.9

Glioksal 23.23; y=48(+2)x + 851(£28) 0.015 0.045 6.8
23.50

Metyloglioksal 23.84 y=22(£1)x +795(x9) 0.015 0.045 7.5

Wyniki oznaczen wyrazone w pg/l przeliczano na pg/g symulanta,
uwzgledniajac  kolejne etapy przygotowania probek oraz ilo§¢ symulanta
zastosowanego w badaniu migracji. W pierwszej kolejnosci od wynikow uzyskanych
dla probek badanych odejmowano warto$ci oznaczone w probach zerowych,
a nastepnie stezenia analitbw wyznaczano na podstawie odpowiednich krzywych
kalibracyjnych.

W przypadku ciektych symulantdw zywnoS$ci uzyskane stezenia przeliczano na
catkowita ilo§¢ analitu w analizowanej probce z uwzglgdnieniem objetosci ekstraktu,
a nastgpnie na 1g symulanta. W tym celu uwzgledniano objetos¢ symulanta
zastosowang w badaniu migracji oraz jego gesto$¢. Przyjete wartosci gestoSci
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wynosily odpowiednio: 1000 kg/m* dla wody, 984,71 kg/m* dla 10 % etanolu,
1040 kg/m® dla 3 % kwasu octowego, 973,56 kg/m® dla 20 % etanolu oraz
930,14 kg/m? dla 50 % etanolu.

W przypadku statego symulanta zywnosci Tenax dodatkowo uwzgledniano 12,5-
krotne zatezenie ekstraktu wynikajace z jego odparowania z 50 ml do 4 ml. Nastgpnie
ilo$¢ analitu przeliczano z uwzglgdnieniem objetosci koncowego ekstraktu.
Poniewaz do badania migracji stosowano 1 g Tenaxu, koncowe wyniki wyrazano
w ug/g symulanta.

2. WYNIKI I DYSKUSJA

Analizowane FCMs podzielono na materiaty pochodzenia roslinnego (w tym
otrgby pszenne, li§¢ palmowy, bambus, trzcina cukrowa, drewno, pozostato$ci
roslinne, papier z recyklingu i papier bielony) oraz biotworzywa (w tym polilaktyd,
biopolipropylen (przezroczysty i barwiony), skrobia termoplastyczna oraz spieniony
polipropylen) (skroty FCMs podsumowano w Tabeli 1).

W celu caloSciowej oceny migracji niskoczasteczkowych zwigzkow
karbonylowych z badanych FCMs do zywnos$ci o roznym charakterze, zastgpionej
przez odpowiednie symulanty, przedstawiono dwie uzupetniajace si¢ heat mapy
(Rysunki 5 1 6). Pierwsza z nich obrazuje sumaryczne stezenia zwigzkoéw
karbonylowych zidentyfikowane w symulantach zywno$ci (wyrazone w pg/g
symulanta). Ze wzgledu na zmiane przepiséw dotyczacych badan migracji, zywno$¢
neutralng reprezentowano dwoma symulantami: wodg destylowang oraz 10 % (v/v)
roztworem etanolu, bedacym aktualnie obowigzujagcym symulantem A.

Na podstawie danych zaprezentowanych na Rysunku 5 mozna wyraznie
zaobserwowac, ze zarowno rodzaj FCMs, jak i charakter zywnosci w istotny sposob
determinujg intensywno$¢ migracji zwigzkow karbonylowych. Najwyzsze
sumaryczne st¢zenia markeréw odnotowano dla materiatéw pochodzenia roslinnego,
w szczeg6lnosdci dla PWB, PLB i BAM. W przypadku materiatu PWB sumaryczne
stezenia migrujacych zwigzkow karbonylowych wynosza od okoto 2,5 pg/g do
ponad 24 pg/g. Z kolei z materiatu PLB moze migrowac od okoto 0,5 pg/g do prawie
25 ng/g, podczas gdy z BAM od okoto 0,5 pg/g do ponad 22 pg/g. Obecnosé
niskoczasteczkowych zwigzkéw karbonylowych w FCMs pochodzenia roslinnego
moze by¢ zwigzana z naturalnymi procesami metabolicznymi zachodzacymi
w roslinach. Zwigzki te sa réwniez sktadowa olejkéw eterycznych, nadajacych
ro§linom charakterystyczny aromat. Obecno$¢ niektérych lotnych zwigzkéw
organicznych w roslinach oraz ich emisja w warunkach stresu Srodowiskowego
tworzy system obronny przed szkodnikami i infekcjami bakteryjnymi, a takze
stanowi sposob na powstrzymanie konkurencji [33]. Z drugiej strony zwiazki
karbonylowe moga rowniez powstawaé jako produkty uboczne przetwarzania
termicznego [24]. Ponadto mogg one stanowi¢ sktadniki farb drukarskich lub
lakierow oraz powtok ochronnych nakladanych na powierzchnie ro§linnych FCMs
[34,35]. Na podstawie danych zaprezentowanych na Rysunku 5 mozna
zaobserwowaé¢ znacznie nizsza intensywnos¢ migracji markeréw organicznych
z biotworzyw, w szczego6lnosci z EPP oraz PPB, dla ktérych warto$ci sumarycznej
migracji zwigzkow karbonylowych nie przekraczaly 10 pg/g symulanta.



1530 K. BRONCZYK, A. DABROWSKA, M. MAJCHER

Ponadto uzyskane wyniki wyraznie pokazuja, ze charakter zywnosci (4.
neutralna, kwasna, alkoholowa, tlusta oraz sucha i mrozona) ma istotny wptyw na
intensywnos$¢ migracji (Rysunek 5). Najwyzsze stezenia zwiazkow karbonylowych
zidentyfikowano w Tenaxie i wynosity one od prawie 5 pg/g (z PCW) do ponad
24 ng/g zywnosci (z PLB). Jednak wysokie stezenia migrujacych aldehydow
i ketonéw zidentyfikowane w tych probkach moga wynika¢ z dobrze rozwinictej
powierzchni wlasciwej Tenaxu (ponad 27 m?/g), ktora jest znacznie wyzsza od tej
oznaczanej dla rzeczywistej suchej zywnosci (np. okoto 3 m%*g dla platkow
owsianych) [36]. Dlatego niektére badania wskazuja te rozbiezno$¢ jako wade
Tenaxu jako symulanta, poniewaz moze on prowadzi¢ do przeszacowania stezen
migrujacych zwigzkow w pordwnaniu z rzeczywistymi probkami zywnosci [37-40].
Raporty te sugeruja, ze interpretacja wynikow badan migracji z uzyciem Tenaxu
powinna by¢ ostrozna. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wykrycie tych zwigzkow
w FCMs nie oznacza jednoznacznie, ze bgda one migrowaé do rzeczywistych
produktow spozywczych w warunkach ich uzytkowania. Uzyskane wyniki moga
jednak wskazywaé¢ na potencjalng obecnos¢ substancji, ktéorych migracja do
zywno$ci powinna zosta¢ poddana dalszej ocenie. Tym samym mogg stanowi¢
podstawg¢ do podejmowania dziatan ukierunkowanych na monitorowanie
1 ograniczenie potencjalnego ryzyka zwigzanego z obecno$cig tych zwigzkoéw
w FCMs.

Generalnie, porownujac intensywno$¢ migracji zwigzkow karbonylowych
z FCMs do innych symulantdw, mozna zaobserwowaé nast¢pujaca tendencje:
zywno$¢ thusta =~ zywno$¢ alkoholowa > zZywno$¢ neutralna - 10 % (v/v) EtOH >
zywno$¢ kwasna > zywno$¢ neutralna - HO. Intensywno$¢ migracji
niskoczasteczkowych zwiazkéw karbonylowych z wszystkich analizowanych FCMs
byta zdecydowanie wyzsza do 10 % (v/v) etanolu niz do wody destylowanej,
stosowanych jako symulanty Zzywnos$ci neutralnej. Te rdznice mogg wynikaé
z wigkszej zdolnosci ekstrakcyjnej roztworu etanolu, ktéry intensyfikuje
rozpuszczalno$¢ zwiazkéw karbonylowych o bardziej rozgatezionych strukturach
i §redniej polarnosci (np. heptanalu, oktanalu, nonanalu i dekanalu) oraz moze
powodowaé czgSciowe pecznienie struktury materiatdéw biodegradowalnych, co
sprzyja dyfuzji zwigzkéw. Z tego wzgledu w obowigzujacym rozporzgdzeniu
Komisji (UE) nr 10/2011 wodg¢ destylowang zastgpiono 10 % (v/v) roztworem
etanolu jako standardowym symulantem A przeznaczonym do oceny migracji do
zywnosci wodnej. Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze zastosowanie wody
destylowanej moze prowadzi¢ do niedoszacowania rzeczywistego potencjatu
migracyjnego zwigzkow karbonylowych z badanych FCMs.

Szczegdlowa analize jakoSciowa przeprowadzono dla ekstraktéw uzyskanych
z symulanta zywno$ci suchej i mrozonej (Tenax) (Rysunek 6). Wybdr ten wynikat
z uzyskania najwyzszych stezen oraz najszerszego spektrum migrujacych zwiazkow
karbonylowych, co umozliwito ich miarodajng identyfikacj¢ i poréwnanie profili
chemicznych poszczegodlnych materiatéw. Uzyskane wyniki wskazuja, ze FCMs
réznia si¢ nie tylko iloscia migrujacych zwigzkéw, ale réwniez skladem
jako$ciowym. Sposrod wszystkich oznaczanych zwigzkéw karbonylowych
najwyzsze stgzenia zaobserwowano dla formaldehydu (5,67 pg/g) i heksanalu
(8,53 pg/g) uwalniane z PLB, heptanalu (10,15 pg/g) z PLR, nonanalu (8,08 pg/g)
z PC oraz dekanalu (5,91 pg/g) z PLA, podczas gdy pozostate aldehydy i ketony
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wystepowaly zazwyczaj na znacznie nizszych poziomach stezen. Najbardziej
ztozonym profilem zwigzkoéw karbonylowych charakteryzowaly si¢ materiaty PWB,
PLB oraz BAM, w ktérych jednoczesnie oznaczono formaldehyd oraz szereg
liniowych aldehydow alifatycznych. W przypadku PWB najwyzsze warto$ci
uzyskano dla heptanalu (7,97 pg/g) i nonanalu (5,77 pg/g), natomiast z PLB moze
migrowaé do zywnosci najwiecej pentanalu (2,74 pg/g) i heksanalu (8,53 pg/g).
Z kolei w BAM dominowaty heksanal (3,71 pg/g) i heptanal (7,79 ng/g). Obecnosé
aldehydow o ro6znej dhugosci tancucha weglowego wskazuje na mozliwo$¢é migracji
zroznicowanej grupy produktow degradacji sktadnikow materialdow pochodzenia
roslinnego.  Odmienny profil jakosciowy zaobserwowano dla WB,
w ktérym dominowat heptanal w stezeniu 2,48 ng/g oraz podwyzszone stezenia
heksanalu (1,50 pg/g) i oktanalu (1,43 ng/g), podczas gdy formaldehyd oznaczono
na nizszym poziomie (2,29 pg/g). Z kolei materiat PC wyréznia selektywng migracja
nonanalu (8,08 pg/g), przy jednoczesnym braku wigkszosci pozostalych aldehydow,
co sugeruje odmienny mechanizm powstawania migrujacych produktéw degradacji.
W przypadku PLA charakterystyczna jest migracja dekanalu (5,91 pg/g), natomiast
materiaty MB i PPB wykazywaly znacznie ubozszy profil zwigzkow karbonylowych,
ograniczony gldwnie do formaldehydu, propanalu, heptanalu oraz niewielkich ilo$ci
a-dikarbonyli (glioksalu i metyloglioksalu).

Niezaleznie od rodzaju badanego materialu formaldehyd byl jednym
znajczescie] wykrywanych zwigzkow, co wskazuje na jego uniwersalne pochodzenie
zwigzane z degradacjg polimerow lub dodatkow technologicznych stosowanych
podczas produkcji FCMs. Jednocze$nie aldehydy o $redniej dlugosci tancucha
weglowego (Cs—C-), stanowily dominujgcg grupg migrujacych zwigzkow. Natomiast
aldehydy dlugotancuchowe, takie jak nonanal i dekanal, wystepowaly znacznie
bardziej selektywnie i mogg stanowi¢ potencjalne markery degradacji okreslonych
typow materiatéw. Glioksal i metyloglioksal oznaczono w wigkszosci probek, jednak
ich stgzenia pozostawaty niskie (0,01-2,16 ug/g), wskazujac na ograniczony udziat
procesow prowadzacych do powstawania a-dikarbonyli.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze badane FCMs rdznily si¢ przede wszystkim
profilem jako$ciowym migrujacych zwigzkéw karbonylowych, a nie jedynie ich
catkowitg iloScia. Materialy o poréwnywalnej intensywnosci migracji uwalniaty
odmienne grupy aldehydéw i ketonow, co sugeruje rézne mechanizmy degradacji ich
sktadnikow oraz zréznicowany wptyw na jako$¢ sensoryczng zywnosci. Z punktu
widzenia bezpieczefstwa zywno$ci oznacza to, ze ocena FCMs nie powinna opiera¢
si¢ wylacznie na oznaczeniu migracji calkowitej, lecz réwniez uwzgledniac
jakosciowy profil migrujacych zwigzkéw, ktéry moze stanowi¢ bardziej czuly
wskaznik zachodzacych proceséw degradacyjnych i potencjalnego oddziatywania
materialu na zywnos¢.
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Zywno$é

Zywnosé¢  Zywnosé Zywnosé
EtOH kwasna alkoholowa tlusta suchaimrozona

Zywnosé y
Rodzaj FCMs neutralna-H»Q neutralna-10

PWB 2,49 10,44 18,99 24,53 23,84
PLB 0,57 391 7.78 648 24,72
BAM 0,49 3,44 7.05 525 22
PSC 0,26 2,63 2.88 3,71 827
WB 0,26 2,38 2,22 3,09 12,74 Legenda
PLR 0,37 3,81 0,93 8,6 148 22,78
PC 0.28 1,95 2,74 7.78 3,57 1342 0
PCW 0,31 1,81 2,66 9,05 2,6 483 1
PLA 0,11 0,29 11 493 2.06 18.65 5
BIOPP 0,24 047 1,78 10,51 2.8 9.26 10
MB 0,14 0,49 0,46 13,82 0.9 734 15
EPP 0,11 0,33 0,93 1,76 3,36 8,56 20
PPB 0,11 1,07 1,05 2,19 2.83 8,01 25

Rysunek 5. Sumaryczne stgzenia niskoczasteczkowych zwiazkow karbonylowych migrujacych z badanych
materiatow do kontaktu z zywnos$cig (FCMs) do symulantéw imitujacych zywnos¢ (ng/g). Intensywnosé
barwy odpowiada wartosci oznaczonego stezenia (legenda).

Figure 5. Total concentrations of low-molecular-weight carbonyl compounds migrating from the tested food
contact materials (FCMs) into food simulants (pg/g). Color intensity corresponds to the determined
concentration value (figure legend).

Rodzaj Form-

Aceton Propanal Butanal Pentanal Heksanal Heptanal Oktanal Nonanal Dekanal Glioksal Metyloglioksal

FCMs aldehy
PWB < <LOD 1,82 1,46 0,62 0,81 797 <LOD 577 <LOD 0,26 1,14
PLB = 567 <LOD <LOD 229 1,34 2,74 8,33 2,15 096  <LOD <LOD  <LOD 0,36
BAM 1,98 <LOD <LOD 17 0.84 1,33 3,71 7,79 0.96 <LOD  <LOD 1,58 0,97
rsC 1,95 <LOD <LOD  0.33 0,69 <LOD 0,83 1,37 0,82 <LOD  <LOD 1,23 0,51
WB 2,29 0,03 0,67 0,08 0,95 0,91 1,5 2,48 1,43 <LOD  <LOD 0,65 1,08
PLR 2,88 0.02 1.4 <LOD  <LOD 0,35 2,85 10,15 2,22 <LOD  <LOD 1.4 0,86
PC 1,72 <LOD <1LOD <LOD  <LOD  <LOD 047 <LOD  <LOD 8,08 <LOD 0,05 0,72
PCW | 046 <LOD 109 <LOD <LOD <LOD 0,63 1,37 <LOD  <LOD  <LOD 0,15 0,65
PLA 3,63 0.07 | <LOD 1,42 1,62 0,68 0,79 2,03 <LOD 1,1 591 0,61 0,79
BIOPP 2,1 002 | <LOD <LOD <LOD  <LOD 0,58 1,59 14 <LOD  <LOD 2,16 0,89
MB 0,87 <LOD <LOD 014 <LOD  <LOD 0,6 2,51 0,22 1,73 <LOD 0,01 0,67
EPP 2,08 <LOD <LOD 1,03 0,69 <LOD 0,6 1,53 <LOD  <LOD  <LOD 0,9 1,08
PPB 209 <LOD <LOD 0,52 0,76 <LOD 0,59 1,53 <LOD <LOD  <LOD 1,53 0,99

Rysunek 6. Profil jakosciowo-ilosciowy niskoczasteczkowych zwigzkow karbonylowych migrujacych z
badanych materiatlow do kontaktu z zywnoscia (FCMs) do zywno§ci suchej i mrozonej (1g/g). Intensywnosé
barwy odpowiada warto$ci oznaczonego st¢zenia (legenda).

Figure 6. Qualitative and quantitative profile of low-molecular-weight carbonyl compounds migrating from
the tested food contact materials (FCMs) into dry and frozen food (ng/g). Color intensity corresponds to the
determined concentration value (figure legend).

Ze wzgledu na powszechne wystepowanie formaldehydu we wszystkich
analizowanych materiatach oraz jego istotne znaczenie z punktu widzenia
bezpieczenstwa toksykologicznego, przeprowadzono ocen¢ narazenia konsumentow
na ten zwigzek (Rysunek 7). W tym celu obliczono EDI przy zalozeniu spozycia
1000 g zywnosci majacej kontakt z badanymi FCMs, dla osoby dorostej o masie ciata
70 kg (Rysunek 7 I) oraz dziecka o masie ciala 15 kg (Rysunek 7 II). Uzyskane
warto$ci EDI poréwnano z zalecanym TDI dla formaldehydu, wynoszacym
150 pg/kg m.c./dobe. Dla osoby dorostej wszystkie obliczone wartosci EDI
znajdowaty si¢ znacznie ponizej warto$ci TDI, osiagajac maksymalnie okoto
80 ng/kg m.c./dobe dla materiatu PLB, co wskazuje na niewielkie ryzyko zdrowotne
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wynikajace z narazenia na formaldehyd w przyjetym scenariuszu ekspozycji.
Odmienng sytuacje¢ zaobserwowano dla dziecka o masie ciata 15 kg. Ze wzgledu na
mniejszg mas¢ ciala warto$ci EDI byty prawie S5-krotnie wyzsze niz dla osoby
dorostej i dla czesSci materiatow (PWB, PLB, WB, PLR oraz PLA) osiggaly Iub
przekraczaty warto§¢ TDI. Wyniki te wskazuja, ze dzieci mogg stanowi¢ grupe
szczegdlnie  narazong na  ekspozycje na  formaldehyd  migrujacy
z niektorych FCMs. Nalezy jednak podkresli¢, ze przedstawiona ocena ma charakter
konserwatywny (worst-case scenario), poniewaz zaktada spozycie 1000 g zywnosci
majacej kontakt z jednym rodzajem materialu oraz wykorzystuje najwyzsze
oznaczone stezenia migracji. Rzeczywiste narazenie konsumentéw jest zazwyczaj
nizsze 1 zalezy od rodzaju zywnosci, czasu kontaktu, warunkow uzytkowania
materiatu oraz zr6znicowanej diety.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze mimo stosunkowo wysokiej migracji
niskoczasteczkowych zwiazkéw karbonylowych z cze$ci materialdow pochodzenia
ro$linnego, potencjalne ryzyko zdrowotne dla osob dorostych pozostaje niewielkie.
Jednoczesnie wyniki podkreslaja potrzebe uwzgledniania grup szczegdlnie
wrazliwych, zwlaszcza dzieci, podczas oceny bezpieczenstwa nowoczesnych FCMs.

Zaprezentowane rezultaty wraz z dyskusja wyraznie wykazaty, ze zarowno
rodzaj FCMs, jak i charakter zywnosci istotnie wptywaja na intensywno$¢ oraz profil
jako$ciowy migracji niskoczasteczkowych zwigzkéw karbonylowych. Praca stanowi
jednoczesnie przyktad wykorzystania i rozwoju nowoczesnych technik rozdzielania
w analityce FCMs, umozliwiajac kompleksowa charakterystyke migrantow oraz
identyfikacje zwigzkdéw o potencjalnym znaczeniu toksykologicznym. Wyniki badan
poglebiaja wiedze na temat dwukierunkowych interakcji w uktadzie materiat—
zywnos¢. Wspieraja ocen¢ bezpieczenstwa nowych opakowan na rynku
konsumenckim, zapobiegaja powszechnemu zjawisku "greenwashingu" oraz
stanowig podstawe do rozwoju szybkich metod przesiewowych stuzacych kontroli
jakos$ci réznorodnych materiatldw stosowanych do pakowania zywnosci.
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Rysunek 7. Szacowane dzienne pobranie (EDI) formaldehydu w wyniku migracji z badanych FCMs przy
zatozeniu spozycia 1000 g zywnosci dziennie: (I) osoba dorosta o masie ciata 70 kg; (II) dziecko o masie ciata
15 kg. Czerwona linia przerywana oznacza warto$¢ tolerowanego dziennego pobrania (TDI) dla formaldehydu.

Figure 7. Estimated daily intake (EDI) of formaldehyde resulting from migration from the investigated food
contact materials (FCMs), based on an assumed daily food consumption of 1000 g: (I) adult with a body weight
of 70 kg; (IT) child with a body weight of 15 kg. The red dashed line represents the tolerable daily intake (TDI)
for formaldehyde.

UWAGI KONCOWE

Badania przedstawione w niniejszym artykule stanowia cze$¢ wynikow
uzyskanych w ramach nagrodzonej rozprawy doktorskiej pt. Interaction problem
between the environmentally friendly modern food contact materials (FCMs) and
food., ktorej celem bylo opracowanie i zastosowanie zaawansowanych metod do
oznaczania zanieczyszczen migrujacych z biodegradowalnych materiatow
opakowaniowych do zywnosci. Oryginalno$¢ pracy polegata na potaczeniu podejscia
niecelowanego i celowanego w analizie ztozonych uktadéw. Pelny opis badan mozna
znalezé na stronie: https://repozytorium.amu.edu.pl/items/7f0c4208-5¢19-4111-
900d-f2ee49408d5f.
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(102/13/SNS/0014) oraz Preludium 23 finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki (DEC-2024/53/N/ST4/02325), w ktérych dr inz. Karolina Bronczyk petnita
funkcje kierownika.
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Wyniki przedstawione w niniejszej pracy stanowig cze$¢ badan bedacych
podstawa rozprawy doktorskiej pt. ,,Projektowanie  narzedzi
(bio)analitycznych wykorzystujgcych kwasy nukleinowe — od oddziatywan
molekularnych do zastosowan praktycznych”, ktora zostata wyrdzniona
Nagroda Komitetu Chemii Analitycznej Polskiej Akademii Nauk za

najlepsza rozprawe doktorska w kategorii elektrochemii w roku 2025.
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Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Oddziatywania molekularne jako podstawa projektowania
elektrochemicznych biosensorow DNA

2. Wplyw sposobu immobilizacji receptorow i organizacji monowarstwy na
parametry pracy genosensorow

3. Jako$¢ powierzchni przetwornika jako czynnik determinujacy parametry
miniaturowych biosensoréw DNA

4. Nowe sekwencje i mechanizmy generowania sygnatu w elektrochemicznych
aptasensorach DNA na potrzeby analityki Srodowiskowej
4.1. Aptasensor do oznaczania jonow rteci(Il)
4.2. Aptasensor do oznaczania anionéw selenianowych(VI)

Podsumowanie

Kierunki dalszych badan i perspektywy rozwoju elektrochemicznych

biosensorow DNA

Podzigkowanie

Pi$miennictwo cytowane
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Dr inz. Anna Szymczyk-Drozd w pazdzierniku 2020 r. rozpoczeta ksztalcenie w Szkole
Doktorskiej Politechniki Warszawskiej, podejmujac interdyscyplinarng tematyke projektowania
biosensorow DNA, 1aczaca w sobie chemi¢ analityczna, biotechnologie, fizykochemig
powierzchni, elektrochemi¢ oraz elementy nanotechnologii. W okresie od wrzesnia 2023 r. do
kwietnia 2024 r. odbyla tacznie czteromiesigczny staz badawczy w grupie badawczej prof.
Giovanny Marrazzy na Wydziale Chemii ,,Ugo Schiff” na Uniwersytecie we Florencji. Autorka 11
artykutéw w czasopismach z listy filadelfijskiej o indeksie Hirscha 5. We wrzes$niu 2025 r. obronita
prace doktorska na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej, uzyskujac stopien doktora
nauk chemicznych. Praca zostata nagrodzona w konkursie Komitetu Chemii Analitycznej Polskiej
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ABSTRACT

Electrochemical DNA biosensors represent a family of modern analytical tools that
enable rapid, sensitive, and cost-effective detection of biomarkers directly at the point
of care. In recent years, the development of this class of sensors has focused primarily
on miniaturization and integration into portable diagnostic platforms. Concurrently,
growing attention is paid to the interfacial phenomena occurring between the
transducer surface, the receptor layer, and sample components, as these
fundamentally govern biosensor sensitivity, selectivity, stability, and reproducibility
of its performance.

This article highlights how insights into interphase molecular behaviour guide the
engineering of functional receptor layers. We present the impact of key operational
variables, such as the surface-blocking agent, transducer fabrication method, and
measurement conditions, on overall assay performance. The discussed concepts are
illustrated through practical applications, including the detection of genetic
biomarkers for SARS-CoV-2 and Corynebacterium diphtheriae, as well as the
determination of toxic species: mercury(Il) and selenate(VI) ions. Specifically,
dietyldithiocarbamate (DEDTC) as a surface-blocking agent reduced non-specific
binding and enhanced signal quality more effectively than conventional
mercaptohexanol (MCH). Furthermore, gold electrodes fabricated via physical vapor
deposition (PVD) vyielded superior reproducibility and structural uniformity
compared to screen-printed counterparts. These findings demonstrate that
engineering the sensor interface is essential to obtain reliable analytical response in
miniaturized (bio)analytical tools for decentralized testing.

Overall, this work provides critical design guidelines for receptor layer architecture
at the electrode—solution interface. The developed biosensors demonstrate strong
potential for applications in medical diagnostics and environmental monitoring, with
PVD technology enabling the next generation of cheap, portable diagnostic devices.

Keywords: electrochemical DNA biosensors, molecular interactions, aptasensors,
self-assembled monolayers, environmental analysis, molecular diagnostics
Stowa kluczowe: elektrochemiczne biosensory DNA, oddzialywania molekularne,

aptasensory, samoorganizujace si¢ monowarstwy, analiza srodowiskowa,
diagnostyka molekularna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BDT — ang. /,4-benzenedithiol, 1,4-benzenoditiol

CHC - ang. cysteamine, cysteamina

CV —ang. cyclic voltammetry, woltamperometria cykliczna

DEDTC - ang. sodium diethyldithiocarbamate, dietyloditiokarbaminian sodu

E — ang. envelope, biatko otoczki

EBA — ang. electrode blocking agent, srodek blokujacy powierzchni¢ elektrody/ wypetniacz
EDTA — ang. ethylenediaminetetraacetic acid, kwas etylenodiaminotetraoctowy

EIS — ang. electrochemical impedance spectroscopy, elektrochemiczna spektroskopia
impedancyjna

LOD - ang. limit of detection, granica wykrywalnosci

MCH - ang. 6-mercaptohexan-1-ol, 6-merkaptoheksan-1-ol
MOPS-ang.3-(N-morpholino)propanesulfonic acid kwas 3-(N-morfolino)propanosulfonowy
MB - ang. methylene blue, biekit metylenowy

N — ang. nucleocapsid, biatko nukleokapsydu koronawirusa

2-PhET - ang. 2-phenylethanethiol, 2-fenyloetylotiol

PoCT - ang. point-of-care testing, w miejscu opieki nad pacjentem

PVD — ang. physical vapour deposition, fizyczne osadzanie z fazy gazowe;j

SAM - ang. self-assembled monolayer, monowarstwa samoorganizujaca si¢

SARS-CoV-2 — ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, drugi koronawirus
cigzkiego ostrego zespolu oddechowego

SELEX — ang. systematic evolution of ligands by exponential enrichment, systematyczna
ewolucja ligandéw poprzez wzbogacanie

ssDNA — ang. single-stranded DNA, jednoniciowy DNA

SWYV — ang. square wave voltammetry, woltamperometria fali prostokatne;j
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WPROWADZENIE

Dynamiczny rozwdj wspoélczesnej diagnostyki medycznej oraz analizy $rodowiskowej
powoduje stale zapotrzebowanie na metody analityczne pozwalajace na szybkie,
wiarygodne i selektywne oznaczanie szerokiego spektrum analitéw. Coraz wigkszego
znaczenia nabierajg rozwigzania umozliwiajagce wykonywanie oznaczen bezposrednio
w miejscu pobrania probki (point-of-care), z pominigciem czasochtonnych procedur
laboratoryjnych. W odpowiedzi na te potrzeby intensywnie rozwijane sa biosensory
elektrochemiczne wykorzystujace kwasy nukleinowe jako elementy rozpoznajace. Lacza
one wysoka swoisto$¢ oddzialywan molekularnych z prostota i mozliwoscia
miniaturyzacji uktadow pomiarowych. Dzigki wykorzystaniu sond oligonukleotydowych
oraz aptamerow DNA i RNA mozliwe jest wykrywanie zardwno materiatu genetycznego
drobnoustrojow, jak i jonow metali, bialek, toksyn czy innych zwigzkoéw o znaczeniu
klinicznym i $rodowiskowym [1,2].

Mimo intensywnego rozwoju technologii biosensorowych, istotnym wyzwaniem
pozostaje jednoczesne uzyskanie wysokiej czutosci, selektywnosci oraz stabilnosci
sygnalu. W praktyce wlasciwosci te zaleza nie tylko od powinowactwa zastosowanego
receptora do analitu, lecz rowniez od szeregu zjawisk zachodzacych na granicy faz
pomigdzy powierzchnig przetwornika, warstwa receptorowa a S$rodowiskiem
pomiarowym. Zjawiska zwigzane z immobilizacja biologicznych elementow
rozpoznajacych, adsorpcja sktadnikéw matrycy probki, tworzeniem samoorganizujacych
si¢ monowarstw (SAM) oraz transportem analitu do powierzchni elektrody przektadaja
si¢ na proces rozpoznania molekularnego, wptywajac zardwno na jego przebieg, jak i na
koncowa odpowiedz elektrochemiczng biosensora DNA. Rosnaca liczba publikacji
wskazuje, ze precyzyjna kontrola tych proceséw stanowi obecnie jeden z kluczowych
kierunkdéw rozwoju elektrochemicznych biosensoréw DNA [3,4].

Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie znaczenia oddziatywan molekularnych
zachodzacych w obrebie warstwy receptorowej (Rysunek 1) oraz omoéwienie strategii ich
wykorzystania podczas projektowania nowoczesnych narzedzi (bio)analitycznych.
Szczegbdlng uwage poswigcono wpltywowi architektury warstw receptorowych,
wiasciwos$ci powierzchni przetwornikéw oraz skltadu medium pomiarowego na
parametry pracy biosensorow. Omawiane zagadnienia zostaty zilustrowane przyktadami
praktycznych zastosowan opracowanych konstrukcji w diagnostyce molekularnej
i analizie srodowiskowe;j.
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Rysunek 1. Schemat ilustrujacy wzajemne oddzialywania w obrgbie warstwy receptorowej i badanej probki,
towarzyszace funkcjonowaniu biosensorow elektrochemicznych

Figure 1. A diagram illustrating the interactions within the receptor layer and tested sample, involved in
the working of electrochemical biosensors

1. ODDZIALYWANIA MOLEKULARNE JAKO PODSTAWA
PROJEKTOWANIA ELEKTROCHEMICZNYCH BIOSENSOROW
DNA

Rozpoznawanie molekularne stanowi podstawe dziatania wszystkich biosensorow
DNA, tj. biosensorow wykorzystujacych kwasy nukleinowe jako elementy
receptorowe. W klasycznym ujeciu uzytecznos$¢ analityczna biosensora utozsamiana
jest przede wszystkim z wysokim powinowactwem sondy DNA lub aptameru do
oznaczanego analitu. W rzeczywisto$ci rejestrowana odpowiedz elektrochemiczna
stanowi wynik zlozonego uktadu zaleznos$ci zachodzacych jednoczes$nie pomigdzy
powierzchnia przetwornika, warstwa receptorowa, skladnikami probki oraz
srodowiskiem pomiarowym. To wlasnie wypadkowa tych procesow decyduje o
koncowej czulosci, selektywnos$ci i stabilnosci biosensora oraz powtarzalnosci
uzyskiwanej odpowiedzi [5].

W przeciwienstwie do oddziatywan zachodzacych w roztworze, ktore sg stosunkowo
dobrze poznane, w biosensorach wigkszo$¢ proceséw przebiega na granicy faz.
Immobilizacja sond oligonukleotydowych, organizacja warstwy receptorowe;j,
transport analitu do powierzchni elektrody oraz proces wymiany elektronow
zachodza réwnocze$nie i wzajemnie na siebie oddzialuja. Nawet niewielkie zmiany
wlasciwosci powierzchni moga prowadzi¢ do istotnych zmian rejestrowanej
odpowiedzi elektrochemicznej, mimo ze sam mechanizm rozpoznania mole-
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kularnego pozostaje niezmieniony wzgledem tego samego oddzialywania w
roztworze [6].

W projektowaniu biosensoré6w szczegodlnie istotne jest rozréznienie oddziatywan
pozadanych i niepozadanych. Do pierwszej grupy naleza procesy odpowiedzialne za
trwala immobilizacje receptorow, tworzenie uporzadkowanych samoorganizujacych
si¢ monowarstw, specyficzne wigzanie analitu oraz kontrolowany transport
znacznikow elektroaktywnych wzgledem powierzchni elektrody. Procesy zwigzane
z formowaniem warstwy receptorowej powinny przebiega¢ powtarzalnie,
umozliwiajac standaryzacje wytwarzania warstw receptorowych. Z kolei odpowiedz
wynikajgca z powinowactwa receptora do analitu powinna by¢ zalezna, a najlepiej
wprost proporcjonalna do jego stezenia w probce, co gwarantuje szeroki zakres
odpowiedzi dynamicznej. Znacznie wigkszym wyzwaniem pozostaja niepozadane
oddzialywania niespecyficzne. Adsorpcja biatek, sktadnikow buforéow lub innych
zwigzkow obecnych w probce moze prowadzi¢ do blokowania powierzchni
elektrody, zmian konformacji unieruchomionych receptorow, wzrostu sygnatu tla
oraz pogorszenia selektywnosci oznaczen. Zjawiska te majg szczegdlne znaczenie
podczas analizy probek biologicznych i sSrodowiskowych, ktorych sktad jest znacznie
bardziej ztozony niz roztworéw wzorcowych [7].

Coraz wiecej badan potwierdza, ze ograniczenie oddziatywan niespecyficznych nie
polega wylacznie na zastosowaniu odpowiedniego receptora molekularnego
o wysokiej selektywnosci. Roéwnie istotne jest $wiadome projektowanie catosci
architektury warstwy receptorowej oraz $ciste monitorowanie warunkow, w jakich
zachodzi wigzanie analitu. Obejmuje to dobdr sposobu immobilizacji receptorow,
zastosowanie odpowiednich zwigzkow blokujgcych wolne miejsca na powierzchni
elektrody, regulacje gestosci upakowania sond oraz optymalizacje sktadu roztworow
pomiarowych i kondycjonujacych [8,9].

Waznym elementem tego podejscia jest uwzglednienie wptywu Srodowiska
pomiarowego. Sktad buforu, sita jonowa, pH czy obecnos$¢ biatek i innych
sktadnikow matrycy wptywaja zaréwno na konformacje receptoréw, jak i na
stabilno$¢ powstajacych kompleksow receptor-analit. Parametry te determinuja
kinetyke transportu masy do powierzchni elektrody oraz przebieg procesow
elektrochemicznych odpowiedzialnych za generowanie sygnatu analitycznego.
W konsekwencji dobor warunkow pomiarowych staje si¢ integralnym elementem
projektowania i rozwoju biosensora, a nie jedynie etapem jego walidacji [10].
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Opisane wyzej podejScie traktujace biosensor jako system wzajemnie powigzanych
proceséw stanowito podstawe badan opisanych w niniejszej pracy. Poszczegdlne
etapy obejmowaty analize wptywu sktadu warstwy receptorowej, rodzaju materiatu
elektrodowego oraz $rodowiska reakcyjnego na odpowiedz elektrochemiczng
biosensorow. Otrzymane rezultaty umozliwity optymalizacje architektury warstwy
rozpoznajacej, poprawe kluczowych parametrow analitycznych opracowanych
uktadéw i rozszerzenie mozliwos$ci praktycznych zastosowan.

2. WPLYW SPOSOBU IMMOBILIZACJI RECEPTOROW
I ORGANIZACJI MONOWARSTWY NA PARAMETRY PRACY
GENOSENSOROW

Kluczowym warunkiem prawidlowego dziatania biosensora jest wysoka dostgpnosé
unieruchomionych receptoréw, minimalizacja adsorpcji niespecyficznej oraz
wydajny transfer elektronéw [11-13]. Jednym z najczesciej stosowanych sposobow
modyfikacji zlotych elektrod jest tworzenie samoorganizujacych si¢ monowarstw
z wykorzystaniem tiolowanych oligonukleotydéw. Rozwigzanie to pozwala na
trwale unieruchomienie sond DNA dzigki tworzeniu wigzan Au—S oraz uzyskanie
uporzadkowanej warstwy receptorowej [14-15]. Jednoczesnie pozostajace pomigdzy
unieruchomionymi sondami wolne obszary powierzchni wymagaja zastosowania
odpowiednich zwigzkow wypemiajacych (EBA), ktérych zadaniem jest stabilizacja
monowarstwy oraz ograniczenie niespecyficznej adsorpcji.

Najczesciej stosowanym zwigzkiem blokujacym jest 6-merkapto-1-heksanol (MCH),
ktory od wielu lat stanowi standard w konstrukcji biosensorow DNA z uwagi na jego
strukturalne  podobienstwo do tiolowanych linkeréw sze$cioweglowych
wykorzystywanych do znakowania sond oligonukleotydowych [16-18]. Pomimo
powszechnego zastosowania zwiazek ten nie jest jednak pozbawiony ograniczen.
Poza oczywista wadg - niskim przewodnictwem elektronowym z uwagi na tendencje
do tworzenia gegstych monowarstw alkanotiolowych - zwiazek ten wykazuje
ograniczone wlasciwosci przeciwadsorpcyjne z uwagi na brak rozbudowanej,
elastycznej, hydrofilowej struktury. W warunkach analizy rzeczywistych probek
biologicznych obecnos¢ biatek 1 innych sktadnikéw matrycy prowadzi do
pogorszenia parametréw analitycznych biosensora [19]. Wskazuje to, ze wybor
srodka blokujacego nie powinien by¢ traktowany jako element rutynowy, lecz jako
jeden z kluczowych etapow projektowania warstwy receptorowej. Zastapienie MCH
moze okaza¢ si¢ korzystne nie tylko z punktu widzenia poprawy wilasciwosci
elektrycznych warstwy, ale i jej odporno$ci na biologiczne zanieczyszczenia
powierzchni elektrody [20]. Moze to by¢ szczegdlnie pozadane w przypadku
konstrukcji biosensorow wykorzystujacych jako element rozpoznajacy odpowiednio
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zaprojektowang sonde kwasu nukleinowego - genosensoréw DNA, ktorych celem
jest wykrywanie specyficznych sekwencji w probkach bogatych w biatka, np.
w mieszaninach poreakcyjnych po amplifikacji materiatu genetycznego.

W przeprowadzonych badaniach dokonano poréwnania kilku zwigzkéw mogacych
pelni¢  funkcje  wypelniaczy monowarstw  typu SAM, obejmujacych
dietyloditiokarbaminian sodu (DEDTC), 2-fenyloetylotiol (2-PhET), 1,4-
benzenoditiol (BDT), cysteaming (CHC) oraz klasycznie stosowany MCH. Analiza
wykazata, ze poszczegdlne zwigzki w odmienny sposdb wplywaja na organizacje
warstwy receptorowej oraz przebieg procesdw zachodzacych na powierzchni
elektrody. Szczegolnie korzystne wlasciwosci wykazywat DEDTC, ktorego
zastosowanie prowadzito do wyraznego ograniczenia niespecyficznych oddziatywan
z bialkami obecnymi w probce oraz zwigkszenia rejestrowanego sygnatu
elektrochemicznego - w tym przypadku rozumianego jako réznica wartosci pradu
rejestrowanej przed i po zwigzaniu przez jednoniciowg sond¢ DNA (ssDNA)
wykrywanej sekwencji o charakterze biomarkerowym (Rysunek 2) [21]. Co ciekawe,
elektroda zmodyfikowana monowarstwg DEDTC wykazywala nizszy opor
przeniesienia tadunku (Re) niz czysta elektroda ztota. Efekt ten przypisuje si¢
obecnosci  zdelokalizowanych  struktur  rezonansowych w  ugrupowaniu
ditiokarbaminianowym kleszczowo zwigzanym z powierzchnia Au, krotkim
fancuchom etylowym minimalizujagcym barier¢ tunelowania oraz ograniczeniu
odpychania elektrostatycznego anionowego wskaznika redoks [Fe(CN)q]** na
skutek modyfikacji powierzchni [22,23].

Uzyskane wyniki wskazuja, ze poprawa parametrow analitycznych nie wynika
wylgcznie z zastosowania nowego zwigzku chemicznego w roli wypetniacza, lecz
przede wszystkim z odmiennego sposobu organizacji warstwy receptorowej
i zmniejszenia liczby miejsc sprzyjajacych niespecyficznej adsorpcji. Odpowiednio
dobrany $rodek blokujacy wplywa jednoczes$nie na orientacje sond DNA, ich
wzajemne oddziatywania oraz dostgpnos¢ powierzchni dla oznaczanego analitu.
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Rysunek 2. Porownanie wlasciwosci elektrochemicznych monowarstw DEDTC i MCH: a) natgzenie sygnatu
pradowego (pomiary SWV); b) odpowiedz biosensora dla réznych stezen analitu (pomiary SWV, po lewo
Wwyzsze stgzenia, po prawo nizsze); ¢) wplyw adsorpcji biatka na opornos¢ warstwy (pomiary EIS), gdzie BGDE
oznacza “niemodyfikowana” ztota elektrode dyskowa [21].

Figure 2. Comparison of the electrochemical properties of DEDTC and MCH monolayers: (a) Peak current
intensity (SWV measurements); (b) Biosensor response for various analyte concentrations (SWV
measurements; higher concentrations on the left, lower concentrations on the right); (c) Effect of protein
adsorption on layer resistance (EIS measurements), where BGDE stands for ‘bare’ gold disc electrode [21].

Praktyczne znaczenie przedstawionej strategii wytwarzania warstw receptorowych
potwierdzono  podczas  opracowania  elektrochemicznego  genosensora
przeznaczonego do wykrywania materialu genetycznego Corynebacterium
diphtheriae. W konstrukcji czujnika wykorzystano sonde DNA znakowang bigkitem
metylenowym, natomiast DEDTC zastosowano jako skladnik blokujacy
powierzchnie elektrody. Tak zaprojektowany biosensor charakteryzowat si¢ wysoka
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selektywnoscia wobec oznaczanej sekwencji DNA oraz korzystniejszym stosunkiem
sygnatu do tla niz analogiczne uktady wykorzystujace klasyczny MCH. Wyniki te
potwierdzity mozliwo$¢ zastapienia powszechnie stosowanych §rodkow blokujacych
nowymi zwiazkami lepiej dostosowanymi do analizy probek o zlozonym sktadzie.
Przeprowadzone badania maja znaczenie wykraczajace poza przedstawiony przyktad
aplikacyjny. Pokazuja one, ze dobor warstwy receptorowej nie powinien ograniczac¢
si¢ do zwiekszania liczby receptoréw na powierzchni elektrody. Znacznie wazniejsze
jest  zapewnienie  odpowiedniej  organizacji = przestrzennej  czasteczek
w monowarstwie, poprawa jej wlasciwosci elektrycznych oraz ograniczenie
oddzialywan niespecyficznych, ktore czgsto stanowia gtowny czynnik pogarszajacy
parametry analityczne biosensoréw [21]. Takie podejScie wpisuje si¢ w obecny
kierunek rozwoju elektrochemicznych biosensorow DNA, w ktorym $wiadome
projektowanie wlasciwosci powierzchni staje si¢ réwnie istotne jak dobor samego
elementu rozpoznajgcego.

3. JAKOSC POWIERZCHNI PRZETWORNIKA JAKO CZYNNIK
DETERMINUJACY PARAMETRY MINIATUROWYCH
BIOSENSOROW DNA

Poprawnie zaprojektowana warstwa receptorowa moze spetnia¢é swojg funkcje
jedynie wowczas, gdy =zostanie utworzona na powierzchni zapewniajacej
powtarzalne warunki immobilizacji oraz stabilny transfer elektronow. Z tego
wzgledu  wlasciwosci  przetwornika  elektrochemicznego  stanowig jeden
z podstawowych czynnikow decydujacych o uzyteczno$ci analitycznej biosensora.
Z kolei odtwarzalna jako$¢ powierzchni elektrod determinuje mozliwosci seryjnego
wytwarzania biosensorow oraz zapewnia wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikow.
Morfologia powierzchni, jej chropowato$¢, skiad chemiczny materiatu
elektrodowego oraz jednorodno$¢ wplywajg zardwno na proces tworzenia
samoorganizujacych si¢ monowarstw, jak i na pdzniejszy przebieg procesow
odpowiedzialnych za generowanie sygnatu elektrochemicznego [24]. W ostatnich
latach obserwuje si¢ wyrazny wzrost zainteresowania miniaturowymi
przetwornikami elektrochemicznymi przeznaczonymi do implementacji w systemy
diagnostyczne typu point-of-care [25,26]. Zastosowanie takich elektrod umozliwia
wykonywanie analiz poza laboratorium, ograniczenie objgtoSci probki oraz
uproszczenie procedury oznaczen. Miniaturyzacja ukladow pomiarowych wymaga
jednak zachowania wysokiej jakoSci powierzchni roboczej, poniewaz wraz ze
zmniejszeniem wymiarow elektrody rosnie wplyw lokalnych niejednorodnosci na
powtarzalno$¢ odpowiedzi elektrochemiczne;.
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W celu okreslenia znaczenia wtasciwosci powierzchni przetwornika przeprowadzono
poréwnanie trzech rodzajow zlotych elektrod: klasycznych elektrod dyskowych,
planarnych elektrod sitodrukowanych oraz przetwornikow otrzymanych metoda
fizycznego osadzania z fazy gazowej (PVD). Analizie poddano zaréwno morfologie¢
powierzchni, jak i wlasciwosci elektrochemiczne oraz mozliwos¢ wytwarzania
stabilnych  warstw receptorowych opartych na samoorganizujacych —sie¢
monowarstwach DNA zmodyfikowanych tacznikiem z terminalng grupg tiolowa (-
SH) zdolnych do chemisorpcji na powierzchni zlota (Rysunek 3a).

Uzyskane wyniki wykazaty istotne réznice pomigedzy badanymi przetwornikami.
Elektrody sitodrukowane, mimo niewatpliwych zalet zwigzanych z niskim kosztem
produkcji 1 mozliwos$ciag masowego wytwarzania, charakteryzowaly si¢ stosunkowo
duza zmiennoscig parametréw powierzchni oraz wigkszym rozrzutem warto$ci
uzyskiwanych sygnaldow pradowych. Niejednorodna topografia powierzchni
utrudniata uzyskanie powtarzalnych warstw receptorowych. Znacznie korzystniejsze
wlasciwosci  wykazaly  przetworniki  wykonane w  technologii  PVD.
Charakteryzowaly sie one niewielka chropowatoscia, wysokg jednorodno$cia oraz
bardzo dobra powtarzalno$cia parametréw elektrochemicznych. Tak przygotowane
powierzchnie umozliwiaty tworzenie uporzgdkowanych samoorganizujacych si¢
monowarstw z wykorzystaniem sond DNA znakowanych bigkitem metylenowym,
zapewniajac jednoczesnie wysoka stabilno§¢ uzyskiwanych odpowiedzi biosensora
na wykrywang specyficzng sekwencje DNA. Znaczace roznice w profilu
woltamograméw SWV (Rysunek 3a) wskazuja na kluczowa role morfologii podtoza
w procesie formowania warstwy receptorowej. Dla elektrod PVD obserwowano
symetryczny, dobrze wyksztalcony pik redoks biekitu metylenowego, co potwierdza
utworzenie jednorodnej i uporzadkowanej monowarstwy SAM na gladkiej
powierzchni ztota. Z kolei znieksztatcona odpowiedz pradowa dla elektrod SPE jest
efektem znacznej heterogenicznosci i chropowatosci podtoza sitodrukowanego oraz
obecno$ci matrycy organicznej pasty. Czynniki te sprzyjaja niespecyficznej adsorpcji
sond DNA i uniemozliwiaja prawidlowa orientacje¢ ich struktury typu spinka (ang.
stem-loop), co przeklada si¢ na niestabilno$¢ sygnalu oraz spadek wydajnosci
przeniesienia elektrondw, pomimo wigkszej powierzchni rzeczywistej przetwornika.
Wyniki te wskazuja, ze odpowiedni dobdr metody i1 kontrola procesu wytwarzania
planarnego przetwornika moze w istotny sposob ograniczy¢ zmienno$¢ produkcyjna
poszczegdlnych egzemplarzy bioczujnikow i w rezultacie poprawi¢ ich
niezawodno$¢ przy zachowaniu niskiego kosztu jednostkowego wytwarzania [27].

Praktyczne znaczenie opracowanych rozwigzan potwierdzono podczas konstrukceji
miniaturowego genosensora przeznaczonego do wykrywania biomarkerow
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genetycznych wirusa SARS-CoV-2 (t. . E- bialko otoczki, N - bialko nukleokapsydu
koronawirusa, RdRp - polimeraza RNA zalezna od RNA) (Rysunek 3b).
Wykorzystanie przetwornikow PVD umozliwito otrzymanie biosensorow
charakteryzujacych si¢ wysoka powtarzalnoscia odpowiedzi na wykrywane geny
SARS-CoV-2 oraz wilasciwosciami umozliwiajacymi ich dalsza miniaturyzacje i
mozliwa integracje z przeno$nymi systemami diagnostycznymi. Otrzymane wyniki
potwierdzity, ze przetworniki wytwarzane metoda PVD moga stanowi¢ atrakcyjna
alternatywe dla klasycznych ztotych elektrod stosowanych w elektrochemicznych
biosensorach DNA.

Przeprowadzone badania wyraznie pokazuja, ze powierzchnia przetwornika nie jest
jedynie biernym no$nikiem warstwy receptorowej. Jej wlasciwosci determinujg
organizacj¢ przestrzenng unieruchomionych receptoréw, przebieg proceséw
elektrochemicznych oraz podatno$¢ warstwy receptorowej na oddziatywania
niespecyficzne. W konsekwencji projektowanie nowoczesnych biosensorow
powinno obejmowaé jednoczesng optymalizacje materiatu elektrodowego
1 architektury warstwy receptorowej, poniewaz dopiero ich wzajemne dopasowanie
pozwala na pelne wykorzystanie potencjatu receptorow oligonukleotydowych.
Przedstawione wyniki wpisuja si¢ w obserwowany obecnie kierunek rozwoju
biosensorow elektrochemicznych, w ktorym miniaturyzacja urzagdzen nie moze
odbywa¢ si¢ kosztem pogorszenia jakoSci powierzchni przetwornika. Wrgcz
przeciwnie — im mniejsze sa wymiary przetwornika, tym wigkszego znaczenia
nabiera monitorowanie jego wlasciwosci fizykochemicznych, jednorodnosci
morfologii oraz zapewnienie powtarzalnosci procesu wytwarzania. W tym
kontekscie technologie umozliwiajace precyzyjne ksztaltowanie powierzchni
elektrod stajag si¢ jednym z kluczowych elementow projektowania przysztych
systemow diagnostycznych typu point-of-care.
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Rysunek 3. a) Poréwnanie przetwornikow wytworzonych technika sitodruku oraz osadzania z fazy gazowe;j
PVD pod wzgledem niezawodnosci, stabilno$ci sygnatu pradowego (przedstawiona jako stosunek nate¢zenia
kolejnych pikéw do koncowego natgzenia piku w trakcie trwania stabilizacji (I,/ L) i nat¢Zenia pradu (pomiary
SWYV) oraz powtarzalno$ci wytwarzania przetwornikow; b) Porownanie zlotych elektrod dyskowych i elektrod
wytworzonych technika PVD pod wzgledem odpowiedzi sensora (pomiary SWV) na rézne biomarkery
genetyczne SARS-CoV-2 (E, N, RdRp). Plus ,,+” oznacza odpowiedz od probki dodatniej (zawierajacej materiat
genetyczny chorego na COVID-19 dostarczonych przez Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego PZH), a
minus ,,-” odpowiedz od probki ujemnej - niezawierajacej materiatu genetycznego [27].

Figure 3. (a) Comparison of transducers fabricated by screen printing and physical vapor deposition (PVD) in
terms of reliability, current signal stability (presented as the ratio of the peak current at each subsequent scan to
the final peak current recorded during the stabilization period (I/Ix)), current intensity (SWV measurements),
and fabrication reproducibility; (b) Comparison of gold disk electrodes and PVD-fabricated electrodes regarding
the sensor response (SWV measurements) to different SARS-CoV-2 genetic biomarkers (E, N, RdRp). The plus
sign “+” indicates a response from a positive sample (containing genetic material from a patient with COVID-
19, provided by the National Institute of Public Health PZH), whereas the minus sign “—" indicates a response
from a negative sample, i.e., one not containing genetic material [27].
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4. NOWE SEKWENCJE | MECHANIZMY GENEROWANIA SYGNALU
W ELEKTROCHEMICZNYCH APTASENSORACH DNA NA POTRZEBY
ANALITYKI SRODOWISKOWEJ
Oznaczanie malych jonéw nieorganicznych stanowi jedno z trudniejszych wyzwan
w konstrukcji elektrochemicznych aptasensoréw DNA. W przypadku anionow
dodatkowym utrudnieniem sg odpychania elektrostatyczne na granicy faz,
wynikajace z ujemnego ladunku szkieletu fosfodiestrowego DNA oraz samej
powierzchni elektrody. Z tego wzgledu intensywnie poszukuje si¢ nowych sekwencji
aptamerowych o wysokim powinowactwie do analitbw nieorganicznych.
Wytypowanie odpowiedniego receptora nie gwarantuje jednak uzyskania
optymalnych parametréw analitycznych biosensora. Réwnie krytyczny jest dobor
srodowiska pomiarowego, ktore musi zapewnia¢ kompromis pomiedzy trwatoScia
kompleksu aptamer—analit, stabilno$cig formy chemicznej oznaczanego jonu (np.
poprzez eliminacj¢ ryzyka hydrolizy) a selektywnoscia oddziatywania. Co wigcej,
opracowanie czulego i selektywnego biosensora nie zawsze wymaga identyfikacji
nowej sekwencji receptorowej — znaczng poprawe parametroOw analitycznych mozna
osiagnac poprzez dogigbne poznanie i nadzér samego mechanizmu generowania
sygnatu. Zalezno$ci te przedstawiono w niniejszym rozdziale na przyktadzie
elektrochemicznych aptasensorow DNA przeznaczonych do oznaczania aniondéw

selenianowych(VI) oraz kationow rteci(Il) [28,29].

4.1. APTASENSOR DO OZNACZANIA JONOW RTECI(II)

Jony rteci(Il) nalezg do najbardziej toksycznych zanieczyszczen srodowiska, dlatego
opracowanie prostych czujnikow do ich oznaczania pozostaje waznym kierunkiem
rozwoju wspotczesnej analityki. W przeciwienstwie do klasycznych biosensorow
wykorzystujagcych hybrydyzacje kwasow nukleinowych, w przypadku jonow Hg?*
mozliwe jest wykorzystanie specyficznych oddziatywan zachodzacych pomigdzy
jonami rteci a parami zasad tyminowych. Przeprowadzone badania wykazaly, iz
w elektrochemicznych aptasensorach z sekwencjami polityminowymi (poliT)
zmiany natezenia pradu nie zawsze wynikaja ze zmian konformacyjnych sondy,
mimo iz mechanizm bazujgcy na tworzeniu wewnatrzczasteczkowych struktur typu
,»spinka do wlosow” (ang. hairpin) stabilizowanych mostkami T-Hg?*-T jest
dominujacy w literaturze. Przestanka do poglebionych badan byl odmienny od
oczekiwanego charakter odpowiedzi elektrochemicznej aptasensora na jony rteci(Il),
polegajacy na spadku sygnalu pradowego po zwigzaniu analitu [30]. W pracy
przedstawiono mechanizm dzialania opracowanego aptasensora tlumaczacy te
obserwacje doswiadczalne. Mechanizm ten bazowal na tworzeniu stabilnych
mostkéw T-Hg?*-T pomigdzy sgsiadujgcymi ze sobg sekwencjami polityminowymi
(Rysunek 4a,b) [31]. Powstanie kompleksu, a co za tym idzie usztywnienie warstwy
receptorowej skutkujace pogorszeniem transportu elektronéw, znajdowato
bezposrednie odzwierciedlenie w rejestrowanym sygnale elektrochemicznym.
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Badania elektrochemiczne oraz pomiary z wykorzystaniem mikrowagi kwarcowej
potwierdzily proponowany mechanizm dziatania oraz wykazaly, ze odpowiedz

czujnika wynika bezposrednio z procesu tworzenia komplekséw z udziatem jonow
rteci.
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Rysunek 4. a) Schemat ilustrujacy mozliwe mechanizmy dziatania aptasensora Hg"; b) odpowiedz biosensora
(SWV) przed i po dodatku jonéw Hg?'; ¢) odpowiedz SWV biosensora dla 100 nM jondéw rteci (IT) zalezna od
stezenia kwasu morfolinopropanosiarczanowego (MOPS); d) woltamperogramy CV uzyskane dla przetwornika
miniaturowego w pordwnaniu z klasyczng zlotg elektroda dyskowa; e) odpowiedz SWV biosensora (ztota
elektroda dyskowa) na jony rteci(Il); f) krzywa kalibracji przygotowana dla zlotej elektrody dyskowej oraz
przetwornika PVD [31].

Figure 4. a) Schematic illustration of the possible working mechanisms of the Hg?* aptasensor; b) response of
the biosensor (SWV) before and after addition of Hg?*; ¢) SWV response of the biosensor for 100 nM
mercury(Il) ions, as a function of 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS) concentration; d) CV
voltammograms obtained for the miniature transducer in comparison with a conventional gold disk electrode;
e) SWV response of the biosensor (gold disc electrode) to mercury(Il) ions; f) calibration curve prepared with
miniaturized transducers and gold disc electrode [31].

Innym istotnym elementem badan byta analiza wptywu $rodowiska pomiarowego na
przebieg oddzialywah odpowiedzialnych za powstawanie mostkow T-Hg?'-T.
Wykazano, ze sklad medium pomiarowego oraz obecno$¢ wybranych anionow
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stanowiacych skladniki buforow moga wplywa¢ na efektywnos$¢ tworzenia
kompleksow aptamer-Hg?*, a tym samym na parametry analityczne biosensora
(Rysunek 4c). Dostosowanie warunkéw pomiarowych umozliwita uzyskanie
wysokiej selektywno$ci oraz bardzo niskiej granicy wykrywalnosci (LOD = 1012 M),
umozliwiajacej oznaczanie jonow rteci w rzeczywistych probkach wody. Dodatkowa
zaletg opracowanego rozwigzania byta mozliwos$¢ wielokrotnej regeneracji warstwy
receptorowej oraz przechowywania biosensora bez istotnej utraty czutoSci.
Zaobserwowano  pozytywny wplyw  dlugoterminowego  przechowywania
i kondycjonowania biosensora w roztworze EDTA (Rysunek 4e). Waznym
osiggnieciem badan bylo réwniez przeniesienie opracowanej konstrukcji na
elastyczne przetworniki PVD (Rysunek 4d, f). Potwierdzito to mozliwo$¢ potaczenia
zoptymalizowanej wczeSniej warstwy receptorowej z miniaturowymi platformami
pomiarowymi przeznaczonymi do przysztych urzadzen przenos$nych.

4.2. APTASENSOR DO OZNACZANIA ANIONOW
SELENIANOWYCH(VI)

Roéwnie szczegdlowej analizy mechanizmu rozpoznania molekularnego oraz wptywu
srodowiska pomiarowego wymagato opracowanie biosensora do detekcji aniondw
selenianowych(VI). W tym przypadku kluczowe bylo okreslenie wptywu pH na
powinowactwo analitu do sekwencji aptamerowej przy jednoczesnym zachowaniu
trwato$ci oznaczanej formy SeOs*. Element rozpoznajacy stanowil aptamer
wyselekcjonowany metoda SELEX. Zastosowanie blgkitu metylenowego jako
znacznika redoks umozliwito monitorowanie zmian konformacyjnych aptameru
wywolanych wigzaniem analitu, co przekladalo si¢ na zmian¢ sygnatu
elektrochemicznego [32].

Przeprowadzone badania wykazaly, Zze na skuteczno$¢ procesu rozpoznawania
molekularnego istotny wplyw wywiera $rodowisko pomiarowe. Szczegdlnie
waznym parametrem okazato si¢ pH roztworu, determinujgce zaréwno strukture
aptameru, jak i efektywnos$¢ oddziatywan z oznaczanym analitem. Obnizenie pH
srodowiska pomiarowego z 7,0 do 4,0 doprowadzilo do znacznego wzrostu
odpowiedzi pradowej biosensora, co przelozyto si¢ na obnizenie granicy
wykrywalnosci (LOD) z 1 uM do 1 nM — osiggajac poprawe czutosci o trzy rzedy
wielkosci (Rysunek 5a). Optymalizacja warunkéw pomiarowych pozwolita na
uzyskanie wysokiej selektywnosci wobec anionéw selenianowych(VI) w zakresie
nanomolowym. Opracowany biosensor zweryfikowano 2z wykorzystaniem
rzeczywistych probek $rodowiskowych, potwierdzajac mozliwo$¢ oznaczania
selenianéw(VI) w obecnosci innych jonéw wystepujacych w wodach naturalnych.
Wykazano ponadto dobrg stabilno$¢ warstwy receptorowej podczas przechowywania
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oraz mozliwos$¢ regeneracji biosensora, co ma istotne znaczenie z punktu widzenia
praktycznych zastosowan [31].

@
3
H

pH=7.0 pH=4.0
" LOD =1 pM >> LOD WHO (~0,127 uM) LOD = 1 nM << LOD WHO (~0,127 uM)

P
k=1

¥ 3816
R 08450

8
\‘

= dane ekspermentalne
—— dopasowanie krzywej

B,y = 61.02:£ 0.078%
Kp= 13.93 £ 5.54 "M
stgzenie jonow Se0,> [nM]

stezenie jonéw Se0,* [nM] 0 20 40 60 80 100
stezenie jonéw Se0,” [nM]

Rysunek 5. a) porownanie odpowiedzi biosensora przy pH 7.0 oraz pH 4.0; b) badanie powinowactwa aptameru
do jonow SeO,> - wyznaczenie rownowagowej stalej dysocjacji (Kp) [33].

Figure 5. a) comparison of the biosensor response at pH 7.0 and pH 4.0; b) evaluation of aptamer affinity toward
SeO,* ions: determination of the equilibrium dissociation constant (Kp) [33].
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Oba przedstawione przyklady (zarowno aptasensor do wykrywania Hg?", jak i SeO4*
) wskazuja, ze atrakcyjne parametry analityczne nie wynikajg wylacznie z samych
wlasciwosci receptora molekularnego. O skuteczno$ci dziatania biosensora decyduje
zintegrowana optymalizacja architektury warstwy receptorowej, jakos¢ powierzchni
przetwornika oraz wlasciwy dobor sktadu srodowiska pomiarowego. Dopiero nadzor
i weryfikacja tych parametrow umozliwia uzyskanie uktadéw o wysokiej czulosci
1 selektywnosci, zdolnych do pracy w zlozonych matrycach rzeczywistych.

PODSUMOWANIE

Niniejsza praca prezentuje wyniki badan zrealizowanych w ramach doktoratu dr inz.
Anny Szymczyk-Drozd pod opieka dr hab. inz. Roberta Zidtkowskiego, prof. uczelni.
Opisane tam badania koncentrowaty si¢ na architekturze warstw receptorowych
elektrochemicznych biosensoréw DNA, skupiajac si¢ na poprawie ich czutosci,
stabilnosci oraz mozliwo$ci miniaturyzacji. Kluczowym osiagni¢ciem w konstrukcji
genosensorow bylo zaproponowanie dietylditiokarbaminianu sodu (DEDTC) jako
alternatywy dla standardowo stosowanego MCH, co pozwolilo na uzyskanie
wyzszych sygnatléw pradowych oraz zwigkszenie odpornosci czujnikow do
wykrywania specyficznych sekwencji maczugowca btonicy (C. diphtheriae) na
interferencje biatkowe w matrycach biologicznych. Réwnolegle udowodniono
przewage przetwornikow wytwarzanych metoda osadzania z fazy gazowej (PVD)
nad technologig sitodruku w konstrukcji genosensorow do wykrywania
specyficznych sekwencji DNA SARS-CoV-2 i aptasensora do wykrywania jonow
Hg?>*, wykazujgc, ze niska chropowato$¢ powierzchni PVD sprzyja tworzeniu
uporzadkowanych monowarstw SAM 1 gwarantuje wysoka powtarzalno$¢ sygnatu
w uktadach zminiaturyzowanych. Opracowane rozwigzania znalazly zastosowanie
w czulej detekcji biomarkeréw genetycznych wirusa SARS-CoV-2 i bakterii blonicy
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oraz w monitoringu srodowiskowym jonow rteci i selenianéw. W przypadku detekcji
Hg?** szczegdtowo wyjasniono mechanizm dziatania sensora oparty na tworzeniu
miedzyczasteczkowych mostkéw T-Hg?*-T, co pozwolilo na osiagnig¢cie granicy
wykrywalnosci na poziomie subpikomolarnym. W celu oceny uzyteczno$ci
analitycznej opracowanych uktadéw, ich parametry zestawiono z reprezentatywnymi
danymi literaturowymi dla poszczegodlnych analitow (Tabela 1). Zaproponowane
biosensory charakteryzuja si¢ granicami detekcji umozliwiajacymi analize probek
rzeczywistych (po amplifikacji w przypadku sekwencji DNA) lub spetniajacymi
rygorystyczne normy WHO dla zanieczyszczen $rodowiskowych (Hg?*, SeQ4>).
Cho¢ zaawansowane metody literaturowe wykorzystujace dodatkowe etapy
amplifikacji sygnatu pozwalaja na osiggni¢cie nizszych wartosci LOD niz opisane w
niniejszej pracy biosensory DNA, odbywa si¢ to kosztem wydluzenia i
skomplikowania procedury analitycznej. Gtéwne przewagi opracowanych sensoréw
stanowig: brak konieczno$ci wstepnego przygotowania probki, niski koszt
miniaturowej aparatury pomiarowej oraz uniwersalno$¢ architektury warstwy
receptorowej, co otwiera perspektywe budowy zintegrowanych macierzy do analiz
wieloanalitowych.

Tabela 1. Poréwnanie parametrow analitycznych oraz cech uzytkowych opracowanych biosensorow z
wybranymi rozwigzaniami literaturowymi do detekcji sekwencji DNA (C. diphtheriae, SARS-CoV-2) oraz
jonow (Hg?, Se0,%).

Table 1. Comparison of analytical performance and operational features of the developed biosensors with
selected literature solutions for the detection of DNA sequences (C. diphtheriae, SARS-CoV-2) and ions (Hg?*,
SCO42_).

struktura parametry analityczne
bioreceptor materiat ?a-k res det_ek- LOD 0-:?;’:5
liniowy cja
ssDNA o strukturze tzw. ztota elektroda 0,05-50 SWV 0,05 ta
spinki do wtoséw dyskowa nM nM praca
znakowana MB [21]
> | SsDNA o strukturze tzw. ztota elektroda 13,5-60 SWV 0,5 [34]
"é spinki do wtosow dyskowa nM nM
:.? znakowana MB
g amplifikacja test typu lateral - kolory- 0,043 [35]
o izotermiczna (LAMP) flow dipstick (LFD) metrycz nM
é potfaczona z wizualizacjg | — pasek testowy, -na
g kolorymetryczng i testy na ktérym
S | immunochromatografic pojawiaty sie
o zne prazki
potwierdzajgce
obecnos¢
amplikonu
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ssDNA o strukturze tzw. elektrody - SWV - ta
spinki do wtosow miniaturowe ze (jako- praca
znakowana MB ztotem $cio- [27]
~ osadzonym z fazy wa)
% gazowej (PVD)
3 ssDNA aminowane elektroda z pastg | 1,0 pM- DPV 0,3 [36]
°<= weglowg 8,0 nM pM
2 HT18C6(Ag)
iy zmod. chitozanem
g}: i kropkami
= kwantowymi
ssDNA modyfikowana detekcja w - kolory- | 10 nM [37]
grupami lipofilowymi roztworze metrycz
-na
ssDNA o dtugosci 18 ztote elektrody 0,001- SWV 0,001 ta
nukleotydéw dyskowe 100 nM nM praca
tyminowych (poliT) [31]
znakowana MB
ssDNA o dtugosci 22 elektroda z wegla 1fM-1 elektro- 0,62 [38]
'téo nukleotyddéw szklistego nM chemicz fM
:g znakowana MB modyfikowana na
2, nanoczastkami
ztota
ssDNA o dtugosci 12 reakcja w 12,7 nM | spektro- 12,7 [39]
tymin nieznakowana + roztworze -1uM fluory- nM
podwdjnie znakowana metrycz
na
nowowyselekcjonowan ztota elektroda 1-10 SWv 1nM Ta
& y aptamer w procesie dyskowa nM praca
] SELEX [33]
‘2 enzym (redukcja jonow ztota elektroda 0,141- DPV 0,004 [40]
= Se042 do Se03%) 130 nM nM

Uzyskane wyniki stanowig istotny fundament dla rozwoju nowej generacji
przenosnych czujnikow point-of-care, przeznaczonych do pracy w ztozonych
matrycach rzeczywistych. Potwierdzaja one, ze poprawa parametrow analitycznych
biosensorow wymaga roéwnoczesnej kontroli mechanizméw rozpoznania
molekularnego, wlasciwoséci powierzchni elektrody oraz skladu $rodowiska
pomiarowego. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wykazane przewagi technologiczne
(przetworniki PVD) i modyfikacyjne (zastosowanie DEDTC) odnosza si¢ do
badanych uktadéw, a przeniesienie tych rozwigzan na inne architektury biosensoréw
wymaga kazdorazowo indywidualnego doboru warunkéw wytwarzania warstw
receptorowych i procedur pomiarowych.
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W toku prowadzonych badan zidentyfikowano réwniez potencjalne ograniczenia
opracowanych rozwigzan, istotne z punktu widzenia ich dalszej optymalizacji oraz
zastosowania w bardziej ztozonych i zautomatyzowanych uktadach analitycznych.
Obejmuja one m.in. trwato$§¢ mechaniczng elektrod, koszty oraz skalowalno$é¢
wybranych technologii wytwarzania, a takze wyzwania zwigzane z integracja
biosensorow z uktadami mikroprzeptywowymi i prowadzeniem dhugotrwatych
pomiarbw w probkach rzeczywistych. Jednocze$nie dla zidentyfikowanych
ograniczen prowadzone sa prace ukierunkowane na ich minimalizacj¢ lub eliminacje.
Najwazniejsze z nich przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Ograniczenia miniaturowych, elektrochemicznych biosensorow DNA i mozliwe strategie ich
eliminacji.

Table 2. Current limitations of miniaturized electrochemical DNA biosensors and strategies for overcoming

them.

OGRANICZENIE

PROBA ELIMINACJI/MINIMALIZACIJI

Niewystarczajgca trwato$¢ mechaniczna
elektrod PVD

- pomimo zachowania wysokiej
powtarzalno$ci procesu wytwarzania, w
pojedynczych egzemplarzach stwierdzono
wystepowanie zjawiska delaminacji
warstwy elektrodowej od podtoza.

Trwaja prace nad optymalizacja sposobu
aktywacji podtoza oraz zastosowaniem
miniaturowych przetwornikdéw z elektrodg ztota
wytworzong metodg druku strumieniowego
(ang. aerosol jet printing), oraz nad elektrodami
sitodrukowanymi z wykorzystaniem autorskiej

pasty.

Wysokie koszty oraz bariery
technologiczne wytwarzania elektrod

- metoda napylania PVD wiaze si¢ ze

Dodatkowo istnieje wyrazny brak
skalowalnych alternatyw dla tradycyjnych
warstw ze zlota.

znacznym, nieefektywnym zuzyciem zlota.

Trwaja badania nad zastosowaniem elektrod
srebrnych wytwarzanych przez naukowcow z
Politechniki Warszawskiej, co pozwoli na
znaczng redukcje kosztow.

Ztozono$§¢ transferu rozwigzan z uktadu
stacjonarnego do srodowiska

mikroprzeplywowego

- przeniesienie procedur pomiarowych z
warunkow statycznych do systemu
przeplywowego stanowi istotne wyzwanie
aparaturowe i metodyczne.

Prowadzone sg systematyczne prace nad
doborem odpowiednich parametrow
hydrodynamicznych do prowadzenia pomiaréw
elektrochemicznych w mikrokanale.

Niestabilno$¢ sygnatu pradowego przy
zastosowaniu sond DNA o strukturze
spinki (hairpin) w warunkach
przeptywowych

- dynamika przeplywu ptynu drastycznie
utrudnia uzyskanie powtarzalne;j i stabilnej

Opracowywany jest alternatywny mechanizm
detekcji wykorzystujacy znakowany analit.
Rozwigzanie to gwarantuje generowanie
sygnatlu pomiarowego wytacznie w momencie
zaj$cia swoistej zdarzenia hybrydyzacji,
niwelujac wplyw przeptywu na konformacjg
sondy.
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odpowiedzi pradowej dla konformacji typu

spinki.
Niespecyficzna adsorpcja sktadnikéw Prowadzona jest ewaluacja r6znorodnych
matrycy w trakcie dlugotrwatych matryc biologicznych oraz badania nad
pomiaréw w probkach rzeczywistych sktadnikami niereceptorowymi (blokujacymi)

warstw, co ma na celu ograniczenie

- osadzanie si¢ czasteczek interferujacych oddzialywan niespecyficznych.

na powierzchni biosensora prowadza do
stopniowej degradacji sygnahu.

Koniecznos¢ stosowania ztozonego Zastosowanie mechanizmu opartego na
pomiaru réznicowego w mechanizmie znakowanym analicie eliminuje potrzebe
wykorzystujgcym spinki DNA pomiaru referencyjnego, umozliwiajac
- dotychczasowy schemat detekcji bezposrednia detekcje.

wymuszal rejestracje sygnatu przed i po
reakcji, co komplikowato procedure
analityczng w uktadach ciagtych.

KIERUNKI DALSZYCH BADAN I PERSPEKTYWY ROZWOJU
ELEKTROCHEMICZNYCH BIOSENSOROW DNA

Dalszy rozwdj elektrochemicznych biosensorow DNA bedzie ukierunkowany na ich
miniaturyzacje¢ oraz integracje poszczegélnych etapow procesu analitycznego w
ramach zautomatyzowanych platform. Istotnym kierunkiem badan pozostaje
opracowanie rozwigzan umozliwiajacych analiz¢ probek o ztozonej matrycy, w
szczegolnosci poprzez potaczenie etapu przygotowania probki z bezposrednig
detekcja analitu. W tym kontekscie szczegdlnie perspektywiczne jest wykorzystanie
funkcjonalizowanych nanoczastek magnetycznych jako materiatow
umozliwiajacych selektywny wychwyt i izolacj¢ kwaséw nukleinowych przed
etapem detekcji [41]. Dalszy rozwdj takich materiatow moze prowadzi¢ do
otrzymania hybrydowych nanosorbentow, ktére poza funkcjga separacyjng beda
pehity réwniez rolg znacznikéw elektrochemicznych lub katalitycznych,
umozliwiajac ograniczenie liczby etapéw procedury analitycznej, a nawet eliminacje
koniecznosci desorpcji wychwyconego analitu [42].

Kolejnym istotnym kierunkiem be¢dzie integracja miniaturowych biosensor6w DNA
z ukladami mikroprzeptywowymi. Polaczenie receptorow biologicznych,
przetwornikdéw elektrochemicznych oraz uktadow odpowiedzialnych za transport i
przygotowanie probki moga umozliwi¢ opracowanie kompaktowych i czg$ciowo lub
w pelni zautomatyzowanych platform analitycznych. Rozwiazania typu lab-on-a-
chip moga w przysztosci pozwoli¢ na ograniczenie zuzycia probek i odczynnikow,
skrocenie czasu analizy oraz uproszczenie procedury pomiarowej. Szczeg6lnie
interesujacg perspektywa jest rozwoj przenosnych systemow wykorzystujacych
jednorazowe kasety diagnostyczne, w ktorych uzytkownik ograniczatby swoje
dzialanie do wprowadzenia probki, podczas gdy kolejne etapy analizy bylyby
realizowane automatycznie.

Rownolegle rozwijane bgda strategie umozliwiajace wieloparametrowa detekcje
roznych analitow w ramach jednego pomiaru. Zastosowanie wielopolowych,



(1]
(2]

(3]
(4]

PROJEKTOWANIE NARZEDZI (BIO)ANALITYCZNYCH 1561

planarnych uktadow elektrod, w tym struktur wytwarzanych z wykorzystaniem
technologii PVD, moze stworzy¢ podstawe do jednoczesnej analizy wielu sekwencji
genetycznych lub innych biomarkeréw. Integracja takich ukladéw z odpowiednio
zaprojektowanymi warstwami receptorowymi oraz systemami mikroprzeptywowymi
moze prowadzi¢ do powstania wieloparametrycznych platform diagnostycznych o
zwigkszonej przepustowosci.

Perspektywicznym kierunkiem pozostaje rowniez rozwdj nowych strategii
rozpoznawania molekularnego, pozwalajacych na ograniczenie wptywu ograniczen
zwigzanych z oddzialywaniami zachodzacymi bezposrednio na powierzchni
elektrody. Szczegélne znaczenie moze mie¢ wykorzystanie hybrydowych
mechanizméw homofazowo-heterofazowych, w ktorych oddziatywanie pomigdzy
receptorem a analitem zachodzi cz¢$ciowo w roztworze, a nastgpnie jest przektadane
na odpowiedz elektrochemiczng. Takie podejscie moze przyczyni¢ si¢ do
zwigkszenia uniwersalnos$ci 1 elastycznosci konstrukcji geno- i aptasensoréow oraz
poszerzenia zakresu oznaczanych analitéw, w tym sekwencji DNA patogenow i
zwigzkow matoczgsteczkowych istotnych z punktu widzenia bezpieczenstwa
Zywnosci.

W dalszej perspektywie szczegblnie obiecujace wydaje si¢ polaczenie
miniaturyzacji, mikrofluidyki, zaawansowanych materiatdw funkcjonalnych,
multipleksowej detekcji oraz automatycznej analizy danych. Integracja tych
elementéw moze umozliwi¢ opracowanie przeno$nych i prostych w obstudze
systemow analitycznych, przeznaczonych nie tylko do zastosowan laboratoryjnych,
lecz takze do analizy w miejscu pobrania probki. Tak rozwijane platformy
elektrochemicznych biosensor6w DNA mogg znalez¢ zastosowanie w diagnostyce
klinicznej, monitoringu Srodowiska oraz kontroli bezpieczenstwa zywnosci,
przyczyniajac si¢ do skrocenia czasu uzyskania wyniku i zwiekszenia dostgpnosci
zaawansowanych metod bioanalitycznych.
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ABSTRACT

The sustainable development of society necessitates particular attention to the
protection of the natural environment and water resources. Currently used analytical
methods for screening environmental samples are limited to a relatively narrow group
of selected chemical compounds, including pesticides, selected volatile organic
compounds, polycyclic aromatic hydrocarbons, water disinfection by-products,
selected monomers, per- and polyfluoroalkyl substances, and selected inorganic
compounds. In cases where indications suggest the presence of other contaminants,
it is possible to extend the scope of the standard screening analysis; however, in
practice, this is relatively rare.

Scientific studies from different regions of the world clearly indicate the presence of
antimicrobial agents and their transformation products in the environment. These
compounds are also detected in European countries, which may be attributed, among
other factors, to the limited efficiency of conventional wastewater treatment
processes for the removal of bioactive compounds. The continued reliance on
standard screening procedures in environmental monitoring, despite the availability
of highly sensitive analytical techniques such as liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), may result in an incomplete assessment of
the actual extent of environmental contamination, as compounds outside the
predefined analytical scope may remain undetected.

The aim of this review is to discuss current approaches to the monitoring of
antimicrobial agents and their transformation products in the environment,
considering their occurrence, transformation, and removal, with particular emphasis
on the complementary roles of targeted and non-targeted analyses. The review
focuses on antimicrobial agents in the aquatic environment, including their
occurrence and fate in wastewater treatment processes and the limitations of
conventional treatment methods. Alternative approaches for the removal of AMs,
including phytoremediation and photocatalysis, are also discussed. The review
further addresses comprehensive monitoring of AMs, their transformation products,
and antibiotic resistance genes, and presents examples of targeted and non-targeted
analyses applied to environmental monitoring in Poland.

Keywords: sustainable development, LC-MS/MS, antimicrobials, non-target
analysis, micropollutants

Stowa kluczowe: zrownowazony rozwoj, LC-MS/MS, srodki bakteriobojcze, analiza
niecelowana, mikrozanieczyszczenia
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AMs - srodki bakteriobdjcze

CIP - ciprofloksacyna

CLR - klarytromycyna

DDA - akwizycja zalezna od danych
DDD - dobowa dawka definiowana
EMS — wzmocnione skanowanie mas
ENF - enrofloksacyna

EPI - wzmocnione skanowanie jondw potomnych
FQs - fluorochinolony

GC - chromatografia gazowa

GPs - glikopeptydy

DIA - akwizycja niezalezna od danych
LC - chromatografia cieczowa

LVF - lewofloksacyna

MET - metronidazol

MQs - makrolidy

MRM - tryb monitorowania wielu reakcji
MS - spektrometr mas

MS/MS - tandemowy spektrometr mas
NOR - norfloksacyna

SAs - sulfonamidy

SFD - sulfadiazyna

SFP - sulfapirydyna

SMX - sulfametoksazol

TC - tetracyklina

TCs - tetracykliny

TPs - produkty transformacji

TRI - trimetoprim

TWW - Scieki oczyszczone

TYL - tylozyna

UWW - $cieki nieoczyszczone
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WPROWADZENIE

Sposrod 17 opracowanych przez Organizacje Narodow Zjednoczonych
Celow Zroéwnowazonego Rozwoju, trzy bezposrednio odnosza si¢ do stanu
srodowiska, w ktorym zyjemy: Cel 6 — zapewnienie dostepu do wody 1 warunkoéw
sanitarnych oraz zrownowazonego zarzadzania nimi, Cel 14 — ochrona
i zrownowazone uzytkowanie oceanéw, morz i zasobow morskich oraz Cel 15 —
ochrona, przywracanie oraz promowanie zréwnowazonego uzytkowania
ekosystemow ladowych [1]. W ramach europejskiej polityki $rodowiskowe;j,
ukierunkowanej m.in. na ograniczenie zanieczyszczenia wod, coraz wigkszg uwage
poswieca si¢ obecnosci mikrozanieczyszczen w S$rodowisku wodnym [2,3].
Laboratoria analityczne na catym $wiecie wdrazaja strategie oparte na analizie
celowanej i niecelowanej, wykorzystujac sprzezenie chromatografii cieczowej lub
gazowej z wysokorozdzielczg tandemowg spektrometrig mas (LC/GC-HRMS) lub
(LC/GC-MS/MS) do przesiewowego wykrywania zanieczyszczen organicznych
w ztozonych probkach o réznym charakterze.

Analiza celowana oraz niecelowana w kontekscie chemii analitycznej to dwa
odrebne, komplementarne podejscia do oznaczania zanieczyszczen w probkach
o0 zlozonej matrycy (zywnos¢, tkanki, probki srodowiskowe). W analizie celowane;j
w pierwsze]j kolejnosci definiuje si¢ liste zwigzkow objetych metoda analityczng.
Nastepnie metoda jest opracowywana i poddawana walidacji w celu okreslenia jej
parametrow uzytkowych, ograniczen oraz zakresu stosowalnosci. Z pomocg metody
opartej na analizie celowanej, mozliwe jest oznaczenie wybranych zanieczyszczen
w zdefiniowanej probce srodowiskowej, w okreslonym zakresie stezen [4—6]. Analiza
celowana dostarcza przede wszystkim danych ilociowych, co umozliwia
poréwnywanie wynikow otrzymanych z zastosowaniem tej samej metody oraz
okreslanie limitéw st¢zen zanieczyszczen w probkach [4]. Analiza celowana jest
najpowszechniej stosowanym podejsSciem do badan przesiewowych probek
srodowiskowych, jednak ma istotne ograniczenia [7-9]. W jej ramach mozliwe jest
oznaczanie wylacznie tych zanieczyszczen, ktore zostaly uwzglednione na etapie
opracowywania metody analitycznej. W konsekwencji rutynowa analiza celowana
nie pozwala na uwzglednienie nieznanych wczesniej pochodnych ani produktow
transformacji (TPs) tych zwigzkow. Ponadto opracowanie metody analitycznej
wymaga dobrej znajomosci kluczowych parametréw matrycy probki, wptywajacych
bezposrednio na odzysk analitow [4,6].

Glownym zalozeniem analizy niecelowanej jest identyfikacja wszystkich
zanieczyszczen obecnych w probee srodowiskowej, bez koniecznosci posiadania
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informacji dotyczacych jej pochodzenia ani potencjalnych punktowych zrodet
zanieczyszczen [4]. Zaré6wno w analizie celowanej, jak 1 niecelowanej stosuje si¢
wysokorozdzielcze (HRMS) lub tandemowe (MS/MS) spektrometry mas sprzgzone
z chromatografig cieczowa (LC) lub gazowa (GC). Ze wzgledu na wysoka czutos§é
detektorow mas mozliwe jest rejestrowanie sygnatdow odpowiadajacych tysigcom
zwigzkow w ramach jednej analizy. W analizie niecelowanej nie przeprowadza si¢
klasycznej walidacji metody. Zamiast tego okresla si¢ parametry akwizycji danych,
takie jak zakres mas oraz minimalna intensywno$¢ sygnatu [10,11]. Prawidlowy
dobdr wskazanych parametrow w duzej mierze zalezy od do$wiadczenia analityka
przeprowadzajacego analize. Najwigkszym ryzykiem na etapie przetwarzania danych
jest otrzymanie wynikow falszywie dodatnich lub ujemnych [12]. Koncowym etapem
analizy niecelowanej jest interpretacja zarejestrowanych widm masowych. Stosuje
si¢ w tym celu dwa podejscia: pierwsze polega na wykorzystaniu dostepnych baz
danych zwigzkoéw chemicznych oraz na identyfikacji na podstawie stopnia zgodnoS$ci
widma z widmem wzorcowym [13]. Drugie, wymagajace znacznego nakladu czasu
i doswiadczenia, obejmuje retrospektywng analiz¢ widm masowych oraz
identyfikacj¢ pojedynczych sygnalow bez odniesienia do wczesniej zdefiniowanej
listy analitow [13].

Warto podkresli¢, ze praktyczne i rutynowe wdrozenie metod opartych na
analizie niecelowanej w komercyjnych laboratoriach analitycznych stanowi istotny
przetom aplikacyjny w obszarze bezpieczenstwa zywnosci oraz metabolomiki [14—
16]. Analiza niecelowana jest metoda pierwszego wyboru do przesiewania probek
materiatow syntetycznych oraz §rodowiskowych pod katem obecnosci substancji
per- i polifluoroalkilowych [17] oraz badan migracji zanieczyszczen z opakowan do
zywno$ci [18]. W praktyce analitycznej stosuje sie podej$cie hybrydowe obejmujace
zarowno analizy celowane, jak i niecelowane [16]. W analizie niecelowanej stosuje
si¢ rowniez podejécia polilosciowe oparte na porownaniu intensywnosci sygnatow ze
standardami wewnetrznymi, co pozwala na wstgpng ocen¢ poziomoOw
zanieczyszczen [19]. Z kolei w dziedzinie medycyny analiza niecelowana
wykorzystywana jest do identyfikacji markerow chorobowych oraz badan
mechanizméw procesow biologicznych [14,20]. Przyktadem komercyjnego
wykorzystania analizy niecelowanej w metabolomice jest dziatalno$¢ firmy
metaSysX GmbH, ktoéra oferuje kompleksowa analize danych oraz modelowanie
matematyczne w badaniach metabolitow [21]. Przedstawione przyklady zastosowan
analizy niecelowanej wskazuja na jej szerokie mozliwosci aplikacyjne, stale rosnace
znaczenie oraz uzyteczno$¢. Jednakze wcigz istniejg obszary, w ktorych analiza
niecelowana moglaby znalez¢ zastosowanie, lecz nie zostala jeszcze wdrozona
w rutynowe;j praktyce.
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Jednym z przyktadow sa badania przesiewowe probek srodowiskowych
(wod 1 gleb) oraz $ciekow i nawozoéw odzwierzgcych jako potencjalnych Zrodet
zanieczyszczen. Od lat 40. XX wieku obserwuje si¢ stala tendencje wzrostowa
zuzycia $rodkow bakteriobdjczych (AMs), ktora przyczynia si¢ do powstawania
szczepow bakterii lekoopornych [22]. Zgodnie z raportem Swiatowej Organizacji
Zdrowia spozycie tych zwigzkow w latach 2019-2021 w Polsce utrzymywalo si¢
powyzej S$redniej europejskiej wynoszace] 16,4-20,0 dobowych dawek
definiowanych (DDD) na 1000 mieszkancéw, osiagajac poziom 18,5-23.6
DDD/1000 mieszkancow [23]. Zwigzki te sg rodwniez powszechnie stosowane
w weterynarii — w 2017 r. ich globalne zuzycie u zwierzat gospodarskich wyniosto
93 309 ton, a do 2030 r. ma wzrosng¢ o 11,5%, do 104 079 ton [24]. Pomimo
szerokiego zakresu substancji priorytetowych i substancji szczegdlnie szkodliwych
dla $rodowiska wodnego wyszczegolnionych w ustawie z dnia 20 lipca 2017 r. —
Prawo wodne, wéréd monitorowanych zanieczyszczen nie uwzgledniono AMs ani
ich TPs [25]. Analogiczna sytuacja dotyczy monitorowania jakosci gleb, gdzie
kontroluje si¢ m.in. wybrane metale, cyjanki, weglowodory alifatyczne, aromatyczne
i chlorowane, $rodki ochrony roslin oraz wybrane rozpuszczalniki organiczne,
natomiast nie uwzglednia si¢ pozostalosci AMs [26]. W Swietle dyrektywy
Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2024/3019 dotyczacej oczyszczania $ciekow
komunalnych, wprowadzajacej obowigzek eliminacji pozostalosci farmaceutykow
w ramach czwartego stopnia oczyszczania, szczegOlnego znaczenia nabiera
opracowanie narzedzi analitycznych umozliwiajacych biezacy monitoring tych
substancji w $ciekach [27]. Celem niniejszego artykulu jest przedstawienie roli
analizy niecelowanej w ocenie jakos$ci probek $rodowiskowych w kontekscie
monitorowania pozostatosci AMs. Omowione zostanie réwniez zagadnienie
powstawania TPs tych zwigzkéw w s$rodowisku, ktore obecnie w duzej mierze
pozostaja poza zakresem standardowych metod analitycznych. W pracy zostang
takze przeanalizowane gléwne zalety, ograniczenia oraz wyzwania zwigzane
z zastosowaniem analizy niecelowanej w badaniach probek srodowiskowych.

1. Oczyszczalnie Sciekéw jako zrédlo zanieczyszczenia Srodowiska wodnego
Srodkami bakteriob6jczymi

1.1 Skuteczno$¢ usuwania srodkéw bakteriobéjczych
w konwencjonalnych procesach oczyszczania Sciekow

Oczyszczanie $ciekow jest ztozonym procesem, w ktorym najczgsciej
stosuje si¢ kombinacje réznych technologii opartych na odmiennych mechanizmach
dzialania, takich jak procesy mechaniczne, chemiczne, biologiczne oraz termiczne.
Wybor zastosowanych technologii zalezy przede wszystkim od sktadu doprowadza-
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nych S$ciekow oraz wymaganej jakosci koncowych oczyszczonych $ciekow,
determinowanej ich dalszym przeznaczeniem, np. zrzutem do wod
powierzchniowych, wykorzystaniem do irygacji gleb lub produkcja biogazu [28].
Naturalne jest zatem, ze technologia skuteczna wobec jednego rodzaju
zanieczyszczen moze nie wykazywac takiej samej efektywnosci w przypadku innych
grup zwiazkéw. Nalezy jednak podkresli¢, ze zadna z powszechnie stosowanych
technologii oczyszczania $ciekow nie byla projektowana z mysla o selektywnym
usuwaniu AMs, lecz przede wszystkim o redukcji ogolnej zawartos$ci zanieczyszczen
organicznych [29].

Jedna z najpowszechniej stosowanych w Polsce technologii oczyszczania
Sciekow jest proces biologiczny z wykorzystaniem osadu czynnego. Jego
skutecznos¢ w usuwaniu AMs jest jednak ograniczona. Zwiazki te ulegaja jedynie
czgsciowe] biodegradacji lub przechodzg przez system oczyszczania w formie
niezmienionej. Sktad osadu czynnego nigdy nie jest staly, w populacji dominujg
gatunki najlepiej zaadaptowane do warunkéw srodowiskowych, a co sie z tym wigze,
do sktadu doprowadzonych Sciekéw [30]. AMs obecne w nieoczyszczonych Sciekach
wplywajg na struktur¢ spotecznosci mikroorganizméw w osadzie czynnym,
sprzyjajac rozwojowi gatunkéw o podwyzszonej tolerancji na ich obecnos$¢ [31].
Ponadto, aktywno$¢ mikrobiologiczna jest zalezna od temperatury i spada wraz z jej
obnizeniem [32]. Wykazano, ze wybrane antybiotyki z grup sulfonamidéow (SAs),
tetracyklin (TCs), glikopeptydow (GPs) oraz fluorochinolonéw (FQs), obecne
w $ciekach oczyszczonych w stezeniach ponizej 1 pg/L, moga hamowaé procesy
nitryfikacji, denitryfikacji oraz proces anammox, co prowadzi do obnizenia
efektywnosci biologicznego usuwania azotu w procesie oczyszczania [33].

W procesach oczyszczania $ciekoOw z uzyciem osadu czynnego gldéwnymi
mechanizmami odpowiadajacymi za usuwanie AMs sg adsorpcja i biodegradacja.
Biodegradacja AMs moze przebiegaé catkowicie — poprzez ich pelna mineralizacje
do CO; i H,O lub niecatkowicie, z utworzeniem TPs na drodze reakcji
metabolicznych mikroorganizméw [32]. W jednym z badan zauwazono, ze
poczatkowe stezenie trimetoprimu (TRI) w nieoczyszczonych $ciekach wptywa na
kinetyke jego usuwania oraz na liczbe i rodzaj powstajacych TPs w procesie
oczyszczania z uzyciem osadu czynnego [34]. Badania degradacji sulfometoksazolu
(SMX) w reaktorze ze ztozem w postaci zawiesiny bakterii redukujacych siarczany
wykazaly, ze pierwszym etapem jego usuwania byla sorpcja na osadzie zgodna
z kinetyka pierwszego rzedu, a nastgpnie desorpcja i powolna biodegradacja [35].
Taki sam mechanizm degradacji zaobserwowano w procesie usuwania tetracykliny
(TC) ze s$ciekow, przy zastosowaniu reaktora wypelnionego osadem w formie
granulatu zawierajacego bakterie nitryfikujace [36]. W zwiazku z tym, usuwanie
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AMs z uzyciem osadu czynnego mozna traktowac jako zlozony proces adsorpcji
powierzchniowej AMs i dyfuzji wewnatrzczasteczkowej [35,36].

1.2 Holistyczne podejscie do monitorowania Srodkéw bakteriobéjczych
i genéw opornosci na antybiotyki

W latach 2018-2022, w ramach projektu ,,Lekoopornos$¢ drobnoustrojow
srodowiskowych w perspektywie podejscia holistycznego »Jedno Zdrowie«”
(nr 2017/27/B/NZ9/00267), finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki,
przeprowadzono kompleksowe badania nad wystepowaniem 1 losami
srodowiskowymi AMs w systemie oczyszczania sciekow komunalnych [37]. Projekt
obejmowal monitoring stezen zwigzkéw macierzystych, ich TPs oraz genow
antybiotykoodpornosci w $ciekach po procesie oczyszczania. Probki §ciekéw na
roznych etapach oczyszczania pozyskiwano z oczyszczalni $ciekow w Olsztynie,
ktore po procesie oczyszczania odprowadzane sg do pobliskiej rzeki Lyna.

W badaniach przeprowadzonych przez D. Rolbieckiego
1 wspolpracownikow wyizolowano 284 szczepy bakterii z rodzaju Klebsiella
z probek wody rzecznej, oraz $ciekow pobranych na réznych etapach oczyszczania.
U 90,7% z nich potwierdzono obecnos¢ genow odpowiedzialnych za oporno$¢ na
B-laktamy, a 17,4% wykazywalo zdolno§¢ do wytwarzania karbapenemaz [38].
W ramach kolejnych, rozszerzonych badan W. Zielinski przy zastosowaniu
metagenomiki przeanalizowal calkowite DNA (metagenom) wyizolowane z probek
Sciekow oraz wody rzecznej i wykryt w $ciekach geny kodujace oporno$¢ na 18 klas
antybiotykow, m.in. TCs, makrolidy (MQs), linkozamidy, streptograminy, beta-
laktamy, SAs, aminoglikozydy, chloramfenikol, bacytracyn¢ oraz geny oporno$ci na
wieloleki [39]. Ze wzgledu na wykrycie tak licznych i istotnych klinicznie genéw
lekoopornosci, w ramach roéwnolegtych badan uznano, Zze najodpowiedniejsza
metoda analizy pozostatosci AMs w probkach $ciekéw bedzie potaczenie analizy
celowanej oraz niecelowanej z uzyciem réoznych trybow pracy LC-MS/MS.

W celowanych badaniach przesiewowych wybrano 16 najpowszechniej
stosowanych AMs w Polsce, nalezacych do grup TCs, SAs, MQs oraz FQs [40,41].
Sposréod 16 wybranych AMs, 13 wykryto zaré6wno w probkach $ciekoéw
nieoczyszczonych, jak i w wodzie rzecznej pobranej ponizej punktu zrzutu $ciekow
oczyszczonych. Stezenia AMs w probkach $ciekéw nieoczyszczonych miescily sig
w zakresie od 1,4 do 1643,7 ng/L, w zalezno$ci od rodzaju AMs, i wykazywaty
zmienno$¢ w zalezno$ci od miesigca pobrania probki [42]. Wahania sezonowe
dotyczyty glownie AMs z grup TCs, FQs i MQs, natomiast stezenia SAs w $ciekach
nieoczyszczonych nie wykazywatly istotnych zmian sezonowych [42]. W tabeli 1
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zestawiono stezenia AMs oznaczone w probkach Sciekéw zebranych w polskiej
oczyszczalni §ciekow z wynikami uzyskanymi w innych krajach.

Tabela 1. Zestawienie stezen AMs w probkach $ciekow oczyszczonych i nieoczyszczonych w zaleznosci od
regionu pobrania probek [43].

Table 1. Concentrations of AMs in treated and untreated wastewater samples by sampling region [43].

Grupa Rodzaj
up Region $§wiata “al

AMs prébki Zawartos¢ Zrodlo

TCs: <26,2 ng/L /
<16,4 ng/L /49,0 — 97,9 ng/L
SAs: 16,2 — 160,2 ng/L /
21,8—118,8 ng/L /
Uww 11,4 - 126,1 ng/L
(zima/lato/jesien) MQs: <69,3 ng/L/
< 136,1 ng/L/ <401,7 ng/L
FQs: 30,8 — 95,3 ng/L /
32,5-92,1 ng/L/
28,0 — 306,7 ng/L
TCs, SAs, Olsztyn TCs: 7,4— 11,07 ng/L /
MQs, FQs (Polska, Europa) 11,0 - 14,7 ng/L/
60,1 —78,7 ng/L
SAs: 1,2 -257ng/L/
3,3-222ng/L/
TWW 8,5 - 69,4 ng/L
(lato/jesien/zima) MQs: 1,3 -558ng/L/
1,2-243ng/L/
<355,1 ng/L
FQs: <19,6 ng/L /
16,0 ng/L /
25,7-120,0 ng/L

[42]

Barcelona UwWw 2,15-855ng/L
SAs "

(Hiszpania, Europa)
TWW 1,88 —302 ng/L

FQs: 0,7062 — 0,7962 pg/L
UWW
Teheran MQs: 0,0433 — 0,1595 pg/L
Iran, Azja FQs: 0,2487 — 0,2950 pg/L
( ja) TWW Qs Hg
MQs: 0,0144 — 0,2333 pg/L

FQs, MQs

[43]

FQs: 58 - 2030 ng/L /
20 —265 ng/L
FQs, MQs, Chiny UwWw MQs: <122 ng/L /
TCs (Azja) (lato/zima) 109 — 181 ng/L
TCs: 6,734 ng/L/
101 — 132 ng/L

[46]

FQs: 11 —2730 ng/L /
FQs, MQs, Chiny TWW 4 -224ng/L

TCs (Azja) (lato/zima) MQs: 18 =75 ng/L /
26 — 166 ng/L
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FQs, MQs, Chiny TWW TCs: 1,8 = 12,0 ng/L / [46]
TCs (Azja) (lato/zima) 24 - 127 ng/L
TCs: 4.3 -233 ng/L
Uww FQs: 47 — 2371 ng/L
FQs, TC Gh SAs: 242 — 7194 ng/L
S 1ES ana TCs: 2,4 — 49 ng/L [47]
SAs (Afryka)
TWW B-Ls: 1,3 — 345 ng/L
FQs: 27 — 882 ng/L
SAs: 103 — 320 ng/L
SAs: 0,71 — 59,3 ng/L
Afiyka Uww FQs:0,16 -0,27 ng/L
SAs, FQs (rézne regiony) [48]
TWW SAs: 0,05 —4,09 ng/L
FQs: <0,07 ng/L
SAs — sulfonamidy, FQs - fluorochinolony, TCs — tetracykliny, MQs — makrolidy,

UWW — §cieki nieoczyszczone, TWW — $cieki oczyszczone

Przedstawione w tabeli 1 dane jednoznacznie wskazuja, ze obecnie
stosowane technologie oczyszczania §ciekéw nie zapewniajg skutecznego usuwania
zanieczyszczen w postaci AMs. We wszystkich analizowanych lokalizacjach —
niezaleznie od regionu §wiata, pory roku czy rodzaju probki — stezenia TCs, SAs,
MQs i FQs w $ciekach oczyszczonych pozostaja na poziomie pordwnywalnym lub
jedynie nieznacznie nizszym niz w $ciekach nieoczyszczonych. Swiadczy o ich
znacznej trwalo$ci 1 niewystarczajacej degradacji podczas konwencjonalnego
oczyszczania.

Jak wspomniano, w badaniach $ciekow z olsztynskiej oczyszczalni
zastosowano réwniez analiz¢ niecelowang z wykorzystaniem roznych trybow pracy
LC-MS/MS w celu wykrycia TPs wybranych AMs. Zastosowanie tgczonego trybu
pseudo-monitorowania wielu reakcji (pseudo-MRM) w oparciu o zbudowana baze
300 zwigzkéw umozliwito identyfikacje znanych-nieznanych (ang. known-unknown)
TPs. Ponadto badanie przesiewowe dopetiono poprzez zastosowanie potaczonych
trybow wzmocnionego skanowania mas oraz wzmocnionego skanowania jonéw
potomnych (EMS-EPI) do identyfikacji nieznanych-nieznanych (ang. unknown-
unknown) TPs w probkach $ciekdow na réznych etapach oczyszczania oraz wody
rzecznej [42]. W analizie niecelowanej zidentyfikowano tacznie 33 TPs, powstale
w wyniku reakcji utleniania, redukcji, hydroksylacji oraz otwarcia pier§cienia [42].
Trzynascie sposrod 33 TPs wykryto we wszystkich probkach $ciekow, co wskazuje
na ich wysokg stabilno§¢ w warunkach procesu oczyszczania [42]. Zastosowane
podejscie badawcze miato szczegodlny charakter, poniewaz pobranie probek na
roznych etapach oczyszczania umozliwito rozréznienie TPs wprowadzanych do
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oczyszczalni wraz ze $ciekami od tych powstajacych in situ w trakcie procesow
oczyszczania z uzyciem osadu czynnego. Otrzymane wyniki wskazuja, ze TPs
niewykrywane w standardowych badaniach przesiewowych sg obecne w $ciekach
oczyszczonych, a nastgpnie jest odprowadzane do $rodowiska [42]. Zastosowanie
analizy niecelowanej staje si¢ tym bardziej mozliwe, ze mozna jg sprz¢gnac
z uczeniem maszynowym, dzieki ktéremu Yu Han wraz z zespotem wykryli
1 sklasyfikowali 399 TPs farmaceutykow, a takze zidentyfikowali 110 szlakow ich
przemian, przewyzszajac tym samym mozliwosci tradycyjnych metod
przesiewowych  [49].  Ponadto  wykazali oni, ze TPs $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych stanowity najliczniejszg grupe wsrod zidentyfikowanych
zwigzkow (17,0%), a dla 49 z nich przewidziano wyzsza toksyczno$¢ niz dla
zwigzkow macierzystych [49]. Z kolei E. Eysseric 1 wspolpracownicy do
nieukierunkowanej analizy farmaceutykow w $ciekach zastosowali technike LC-
MS/MS z dwoma podej$ciami do zbierania danych: akwizycje zalezng od danych
(DDA), wykorzystana do wyszukiwania w bibliotekach widm MS? oraz do tworzenia
sieci molekularnych oraz akwizycj¢ niezalezng od danych (DIA), zastosowana do
uzyskiwania dodatkowych widm MS? dla jondw o nizZszej intensywnoS$ci i wsparcia
grupowania zwigzkOw na podstawie wspolnych fragmentow widm [50].
W Dbadaniach zidentyfikowano 149 farmaceutykéw w S$ciekach z szesciu
oczyszczalni, w tym zwigzki macierzyste i TPs z pigciu grup antybiotykow:
cefalosporyn, FQs, MQs, linkomycyn i SAs [50].

Na podstawie przedstawionych wynikow mozna stwierdzi¢, ze
implementacja analizy niecelowanej, wsparta nowoczesnymi narzgdziami
analitycznymi umozliwiajagcymi szybka analiz¢ duzych zbiorow danych (np. uczenie
maszynowe, w tym sieci neuronowe) jest nie tylko osiagalna, ale staje si¢
niezbednym narzg¢dziem rzetelnej oceny ryzyka zwigzanego z obecnoscia AMs
w $rodowisku. Rutynowe stosowanie analizy niecelowanej pozwala na skuteczne
wykrywanie, §ledzenie i przeciwdzialanie wprowadzaniu AMs oraz ich TPs do
srodowiska.

1.3. Fitoremediacja — zalety i ograniczenia w usuwaniu AMs ze
srodowiska wodnego

Ograniczenia konwencjonalnych systemow oczyszczania sktaniajg do
poszukiwania alternatyw, ktore moglyby skutecznie uzupetni¢ tradycyjne procesy
mechaniczno-biologiczne.  Fitoremediacja  stanowi  alternatywng  metode
oczyszczania wod i Sciekow z zanieczyszczen organicznych i nieorganicznych. Po
pobraniu przez rosling zanieczyszczen moga one podlega¢ réznym procesom, takim
jak akumulacja w tkankach ro§linnych, uwalnianie do atmosfery w postaci lotnych
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zwigzkow, immobilizacja w strefie korzeniowej lub na powierzchni korzeni czy tez
enzymatyczna transformacja do zwigzkéw o mniejszej toksyczno$ci [51]
Przypuszcza sig¢, ze metabolizm zanieczyszczen organicznych w ro$linach pelni
funkcj¢ mechanizmu obronnego, prowadzacego do obnizenia toksyczno$ci
zwiazkow macierzystych [52,53]. Koncowo, substancja macierzysta i jej metabolit
lub koniugat charakteryzuja si¢ réznymi wilasciwosciami fizykochemicznymi,
aktywnosciag biologiczng oraz toksyczno$cig [52]. W tabeli 2 przedstawiono
efektywno$¢ usuwania wybranych AMs przez rézne gatunki ro$lin.

Tabela 2. Zestawienie efektywnosci fitoremediacji wybranych AMs przez rézne gatunki roslin [43].

Table 2. Removal efficiency of selected AMs via phytoremediation using different plant species [43].

Stezenie .
oczatkowe Czas Efektywnos¢
Gatunek rosliny Zwiazek P Aqu (dni] fitoremediacji Zrodio
ni %
[ug/L] el
1,0 7 87
. . SMX
Limnobium 1,0 14 96
laevigatum (Humb. & 54
Bonpl. ex Willd.) 1,0 7 71 [54]
Heine TRI
1,0 14 75
4 50
1 9 61
14 80
CIP
4 23
10 9 51
14 72
4 60
1 9 87
14 96
Lemna minor L. ENF 4 32 [55]
10 9 82
14 98
4 26
1 9 53
14 88
LVF 4 40
10 9 83
14 86
Lythrum salicaria L. 1_0 SA_S 500 32 4
(mieszanina) (ZsAs)
[56]
Ruellia simplex 10 SAs 46
C.Wright (mieszanina) 500 32 (Zsas)
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Acorus calamus L. 10 SAs 500 32 49
(mieszanina) (Zsas)
5
Cyperus papyrus L. 10 5As 500 32 ’
(mieszanina) (3sas)
Thalia dealbata 1,0 SAS 500 32 50
Fraser (mieszanina) (3sas)
Pistia stratiotes L. CIP 10 7 70 [57]
Brassica x juncea 5000 —
(L.) Czern. TC 225000 24 " 58]

SMX — sulfometoksazol, TRI — trimetoprim, TC — tetracyklina, CIP — ciprofloksacyna, SAs — sulfonamidy,
ENF — enrofloksacyna, LVF - lewofloksacyna

Przedstawione w tabeli 2 wyniki wskazuja, Ze na skutecznos¢ fitoremediacji
wplywajg zaro6wno gatunek rosliny, jak i poczgtkowe stezenie AMs w wodzie
pobieranej przez rosling. W przypadku mieszanin 10 sulfonamidéw (SAs) o stezeniu
500 pg/L efektywnos¢ po 32 dniach wahata sie od 44,5% (Lythrum salicaria) do
56,9% (Cyperus papyrus), co potwierdza istotny wptyw gatunku rosliny [56].
W badaniach dotyczacych fitoremediacji SMX z udziatem Limnobium laevigatum
wykazano, ze proces ten opiera si¢ na dwdch mechanizmach: fotodegradacji
i hydrolizie AMs w wodzie oraz sorpcji ro$linnej. Catkowita efektywnosé
fitoremediacji SMX po 14 dniach wynosita 96,0%, z czego 83,3% przypisano
fotodegradacji i hydrolizie zwigzku macierzystego, natomiast 12,2% stanowila
akumulacja w tkankach roslinnych [54]. Odmienng sytuacje zaobserwowano
w przypadku trimetoprimu (TRI), dla ktérego efektywnos$¢ fitoremediacji wyniosta
75,4%, przy czym 38,0% zwigzku zostalo zaabsorbowane przez rosling.
Fitoremediacja moze by¢ rowniez skutecznie stosowana do usuwania AMs z grupy
FQs. Zastosowanie Pistia stratiotes umozliwito usunigcie okolo 70% AMs przy
poczatkowym stezeniu 10 pg/L w ciggu 10 dni [57]. Nalezy jednak podkresli¢, ze
gatunek ten jest uznawany za inwazyjny w warunkach europejskich, co ogranicza
mozliwo$¢ jego praktycznego wykorzystania. Bardziej kompleksowe badania
przeprowadzono z wykorzystaniem Lemna minor, oceniajac skutecznos¢ usuwania
trzech FQs (CIP, ENF i LVF) przy dwdch poziomach stezenia poczatkowego. Wraz
ze wzrostem stezenia poszczegolnych FQs obserwowano spadek zdolnoéci Lemna
minor do ich akumulacji, jednak catkowita efektywno$¢ fitoremediacji pozostawala
wysoka i wynosita od 72% dla CIP do 98% dla ENF [55].

Mozliwos¢ zastosowania fitoremediacji w usuwaniu AMs ze S$ciekow
potwierdzajg réwniez badania prowadzone w warunkach terenowych. W 2016 roku
Huiyu Dong z zespotem porownat skuteczno$¢ usuwania 19 AMs ze Sciekow
w czterech procesach: z wykorzystaniem osadu czynnego, biofilmu
mikrobiologicznego, mokradta hydrofitowego oraz stawu stabilizacyjnego [59].
Osad czynny i mokradta hydrofitowe byly efektywniejsze w usuwaniu AMs niz
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pozostate metody, przy czym skutecznos$¢ zalezata od rodzaju AMs i pory roku.
W przypadku mokradet hydrofitowych na efektywnos$¢ usuwania wptywaty m.in.
sorpcja na podtozu, pobieranie zanieczyszczen przez rosliny oraz dhuzszy czas
retencji hydraulicznej [59]. W 2011 roku M. Hijosa-Valsero i wspotpracownicy
przeprowadzili w warunkach terenowych badania poréwnujgce skutecznosé
usuwania AMs z grupy SAs, TCs, B-laktaméw, MQs oraz TRI ze $ciekéw miejskich
przez mokradta hydrofitowe obsadzone odpowiednio Typha angustifolia L. lub
Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud [60]. W zaleznosci od rodzaju AMs oraz
gatunku rosliny zastosowanej w systemie hydrofitowym skuteczno$¢ usuwania AMs
wynosita: 59-87% dla SAs, 65-96% dla TRI, 47-79% dla TCs, 6-45% dla f-
laktamow oraz 11-64% dla MQs. W przypadku niektorych AMs mokradta
hydrofitowe charakteryzowaty si¢ wyzsza skutecznoscia usuwania niz
konwencjonalne oczyszczanie z wykorzystaniem osadu czynnego [60]. Badania
w warunkach terenowych nad usuwaniem antybiotykow z wykorzystaniem mokradet
hydrofitowych przeprowadzili rowniez w 2016 roku J. Chen i wspoétpracownicy,
stosujac gatunki Thalia dealbata oraz Iris tectorum Maxim. do oczyszczania §ciekow
bytowych z pozostalosci MQs i SAs [61]. Skutecznos¢ usuwania SAs wynosita 11,1-
100%, natomiast MQs 67,2 — 100%. Podkreslono, ze istotnym czynnikiem
wplywajacym na efektywno$¢ usuwania byta konstrukcja systemu, determinujgca
sposob przeptywu $cieku przez zloze. Nalezy zauwazyé, ze przytoczone badania
terenowe koncentrowaly si¢ przede wszystkim na ocenie efektywnosci usuwania
zanieczyszczeh z wykorzystaniem analizy celowanej, a nie na pelnym
przesiewowym monitoringu sktadu chemicznego probek, obejmujacym rowniez
potencjalne produkty ich transformacji [61].

Analiza niecelowana stanowi istotne uzupehlienie oceny mozliwosci
wykorzystania fitoremediacji do usuwania AMs ze §rodowiska wodnego. W dwoch
niezaleznych badaniach K. Stando i wspotpracownicy zidentyfikowali 9 produktow
transformacji SMX oraz 6 produktow transformacji TRI powstalych podczas 14-
dniowego eksperymentu fitoremediacji z wykorzystaniem Limnobium laevigatum, a
takze 23 produkty transformacji FQs w eksperymencie z uzyciem Lemna minor
[54,55]. Analiza niecelowana umozliwila okreslenie mechanizmoéw 1 czasu
powstawania TPs oraz ich dystrybucji w tkankach ro§lin. Otrzymane wyniki
wskazujg, ze skutecznos$¢ fitoremediacji nie powinna by¢ oceniana wylacznie na
podstawie efektywnos$ci usuwania zwigzkoéw macierzystych, poniewaz ten parametr
nie uwzglednia powstawania ich TPs. Kompleksowa ocena efektywnoSci
fitoremediacji powinna zatem obejmowaé zarOwno oznaczanie zwigzkow
macierzystych, jak i przesiewows analiz¢ niecelowang umozliwiajacag identyfikacje
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TPs oraz ocen¢ stopnia mineralizacji AMs zachodzacej podczas procesu
oczyszczania.

1.4 Fotokataliza jako obiecujaca technologia czwartego stopnia oczyszczania
Sciekéw z AMs

Fotokataliza heterogeniczna stanowi jedng z najbardziej obiecujacych metod
umozliwiajacych usuwanie zaréwno AMs, jak i ich TPs z wody oraz $ciekow
bytowych [62]. W procesie stosuje
fotokatalizatory, ktore absorbujg promieniowanie $wietlne, inicjujac reakcje

fotokatalizy si¢  polprzewodnikowe
fotodegradacji, pozostajac przy tym w niezmienionej formie [63]. Mechanizm
usuwania zanieczyszczen opiera si¢ na generowaniu silnie reaktywnych form tlenu,
takich jak anionorodnik ponadtlenkowy (0;7), rodnik wodoronadtlenkowy (HO3)
oraz rodnik hydroksylowy ( "OH), w wyniku proceséw fotokatalitycznych
zachodzacych na powierzchni fotokatalizatora. Powstajace rodniki nieselektywnie
utleniaja zwiazki organiczne do CO: i H20, co stanowi istotng przewage tej metody
W pordOwnaniu z oczyszczaniem biologicznym $ciekow oraz fitoremediacja,
ograniczonymi m.in. przez aktywnos$¢ biologiczng AMs i ich TPs.

Najwickszym wyzwaniem w adaptacji fotokatalizy heterogenicznej do
usuwania AMs z wod 1 $ciekdw jest dobranie optymalnych parametrow procesu,
takich jak dawka fotokatalizatora, pH mieszaniny reakcyjnej, temperatura, stezenie
tlenu w uktadzie oraz parametry zrodla promieniowania, a takze wiasciwy wybor
samego fotokatalizatora [64]. W tabeli 3 pordwnano skuteczno$¢ usuwania AMs przy
zastosowaniu roznych warunkéw fotokatalizy heterogeniczne;j.

Tabela 3. Pordwnanie skuteczno$ci usuwania AMs przy zastosowaniu fotokatalizy heterogenicznej [43].

Table 3. Comparison of AM removal efficiency using heterogeneous photocatalysis [43].
AMs Katalizator Parametry Skutecznos¢ TPs Reakcje ,
(stezenie) (stezenie) procesowe usuwania (liczba) tr-ansformacp Zrodlo
AMs [%] macierzystego AMs
86,3%
(irradiancja:
250 W/m?;
czas: 90 min) - Odszczepienie
0,
Lampa (irrzlggnf:ja: hvd fmpyl ..
MET TiO,-P25 + PbS ksenonowa 500 W/m?; 4 ?/ Orzszsc}:fgizxzj, [65]
(1 pg/L) (1:1 w/w; 50 mg/L) 1500 W czas: 75 min) R
Czas: 90 min 100% grupy metylowg ;
(irradiancja: - Przegrupowanie
750 W/m?; pierscienia.
czas: 60 min)
100%
)
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(irradiancja:
1000 W/m?; [65]
czas: 35 min)
60% (Zr0O,) - - oderwanie /
100 % rozszczepienie /
CIP . TPscip: 6 S
(TiO,-P25) Scip utlenienie pier$cienia
15 min TPsene: 2 piperazynowego lub
90% FNE cyklopropylowego;
(ZrOy) — TPs. . - hydroksylacji,
ENF 100 % (;’+ENF' - utlenienie;
(TiO,-P25) - otwarcie piescienia
15 min piperazynowego;
TiO-A - hydroksylacja;
L i
(190 mg/L) kses:f; iva 85% - dekarboksylacja;
—{;E))Z'P/Zf 1500 W (WOs) — - odigczenie grupy
LVF ( zmé ) radiancia 100 % 6 metylowej;
n . . .
(100 mg/L) 500 W/m? (TiO,-P25) - rozerwanie [66]
710 Caas: 15 15 min pierscienia
> 015 - .
(100 mg/L) 120 min piperazynowego;
WO; -
(100 mg/L) 78,4% (WO3) hydroliza/rozerwanie
—100% wigzania
TYL . 5
(TiO,-P25) C-0;
120 min - redukcja grupy
aldehydowej;
iilonianie:
18.7% (ZrO5) vriemanies
- odczepienie grupy
-53,1% :
CLR (TiOs-A) 5 metylowej;
1220 N - utrata pierscienia
kladynozy;
Ag;PO4/NP-CQD - przegrupowanie
/tGH 94.5% pier$cienia;
0,2 g/L) . - odwodornienie;
TC NP-CQD/Ag;PO. S‘E]l'at;m “utlenienic;
10- . 02 /33 4 CWI '261?) ne 80,0% 12 - hydroksylacja 67]
80 mg/L) 8 zas]._] ~7m1n pierscieni
P aromatycznych;
AgsPO, 75.0% - dealkilacja;
(0.2 gL) - rozerwania
wigzania C-N.
Lampa UVA
Tempesatura: - hydroksylacja
2; (; pierscienia
ph= .
SMX TiO-P25 (0,1 /L) | A>324nm >90% 3 TPs aromatycznego; [68]
(100 pM) dla UVA - rozszczepienie
A> 400 nm wigzania
dla VIS sulfonamidowego;
Czas: 60 min
MET Lampa UV-C - przegrupowanie
(50 mg/L) TiO,-P25 (1,5 g/L) 100 W 77% 7 TPs pierScienia [69]

metronidazolu;
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Temperatura:
20°C - utlenianie
Irradiancja: pier$cienia;
6,5 mW cm™ - kondensacja/
. pH=1720 addycja;
zas:
min
g-C3N4/BiVO, - substytucja fluoru
39,6%
(1gL) ,07 przez grupg
Lampa hydroksylowa;
CIP halogenowa -dekarboksylacja;
(10 mg/L) ) ngg \1);; 0 3 TPs - rozel.'wanie [70]
C3N4/BiVO4@RGO . 84.3% wigzania C=C;
1,2 wt,% (1 g/L) i ’ - odszczepienie
pier§cienia
piperazynowego.

CIP — ciprofloksacyna, CLR- klarytromycyna, TYL — tylozyna, TC — tetracyklina, SMX — sulfametoksazol,
ENF — enrofloskacyna; LVF — lewofloskacyna; MET — metronidazol;

W tabeli 3 uwzgledniono wylacznie prace, w ktorych autorzy rownolegle
stosowali analize niecelowang w celu identyfikacji produktow transformacji AMs
powstajacych w trakcie procesu oczyszczania. Polaczenie analizy celowanej, ktorej
koncowym wynikiem jest efektywno$¢ usuwania AMs wyrazona jako procentowy
ubytek substancji macierzystej w czasie, z analizg niecelowang oraz pomiarem
stopnia mineralizacji stanowi najbardziej obiektywne podej$cie badawcze do oceny
efektywnosci procesu. Nalezy zauwazy¢, ze niezaleznie od rodzaju katalizatora jego
stezenie zazwyczaj nie przekracza 1,5 g/L. Zbyt mala jego ilo§¢ moze prowadzi¢ do
niepetnej degradacji zanieczyszczen, natomiast zbyt duza powoduje wzrost metnosci
uktadu i ograniczenie penetracji promieniowania $wietlnego, co rowniez obniza
efektywnos$¢ procesu [71]. Efektywno$¢ usuwania AMs moze by¢ regulowana
poprzez zmian¢ pH mieszaniny reakcyjnej. Cho¢ korekta pH czgsto skraca czas
degradacji zwiazku macierzystego, w warunkach przemystowych jest to rozwigzanie
kosztowne, poniewaz wymaga zarowno dodawania reagentow w celu obnizenia lub
podwyzszenia pH, jak i jego pdzniejszej korekty do wartosci pH=7 [68].
Najpowszechniej stosowanym katalizatorem potprzewodnikowym do usuwania AMs
w z grup FQs, MQs oraz SAs w procesie fotokatalizy byt TiO, w formie anatazu
(TiO2-A) lub komercyjnie dostgpnej mieszaniny anatazu z rutylem w stosunku 70:30
lub 80:20 (TiO2-P25 Degussa) [65]. Jednakze pasmo wzbronione TiO2 wynosi okoto
3,2 eV, co odpowiada konieczno$ci wzbudzenia promieniowaniem o dtugosci fali
A < 380 nm. W konsekwencji proces fotokatalityczny zachodzacy wylacznie pod
wpltywem $wiatla widzialnego nie jest mozliwy, poniewaz TiO: nie ulega
efektywnemu wzbudzeniu w tym zakresie spektralnym [72]. Z tego wzgledu
rozwijane sa rozne modyfikacje fotokatalizatorow, takie jak domieszkowanie,
tworzenie struktur heterogenicznych oraz modyfikacja powierzchni, prowadzace do
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obnizenia efektywnej szeroko$ci pasma wzbronionego i/lub poprawy separacji
nos$nikéw tadunku [67,70]. Badania nad doborem optymalnych parametréw
fotokatalitycznych do degradacji MET z zastosowaniem sze$ciu katalizatorow (TiO--
A, TiO2-P25, ZnO, WOs, Z1O2, PbS) oraz ich mieszanin wykazaly, ze zmiany masy
katalizatora w zakresie 50-200 mg/L nie maja istotnego wplywu na efektywno$é
usuwania zwigzku, natomiast zar6wno rodzaj katalizatora, jak i zmiany irradiancji
w zakresie 250—1000 W/m? majg istotny wptyw na przebieg procesu [65].

Analiza niecelowana stanowi istotne narzedzie oceny czystosci probek po
procesach oczyszczania. Jak przedstawiono w tabeli 3, niezaleznie od rodzaju
fotokatalizatora we wszystkich badanych uktadach wykryto TPs powstate w wyniku
reakcji hydroksylacji, rozszczepienia, przegrupowania oraz otwarcia pierScienia,
a takze dekarboksylacji i rozszczepienia wigzan C—N i C—O. W badaniach z 2024 r.
K. Stando wraz z zespotem przeprowadzili kompleksowe porownanie skutecznosci
usuwania 3 FQs (CIP, ENF, LVF) oraz 2 MQs (TYL, CLR) w probkach wod
1 $ciekéw oczyszczonych, taczac analizg celowang z analiza niecelowang LC-MS/MS
oraz oceng stopnia mineralizacji probek. Wykazano, ze w warunkach fotolizy
catkowite usunigcie macierzystych form wszystkich 3 FQs zachodzito w ciagu 15
min, natomiast po zastosowaniu fotokatalizatora czas ten skracat si¢ do 3 min [66].
Jednoczesénie analiza niecelowana wykazata obecno$¢ Iacznie 23 TPs FQs
w probkach po 15 min. Oznacza to, ze catkowite usuni¢cie FQs okreslone na
podstawie analizy celowanej nie odzwierciedla rzeczywistego stopnia eliminacji
zanieczyszczen, co potwierdzajg wartosci stopnia mineralizacji, wynoszace 11,3—
35,8% dla CIP, 12,7-64,7% dla ENF oraz 15,1-24,2% dla LVF. Wydhuzenie czasu
fotokatalizy prowadzilo do wzrostu stopnia mineralizacji do 49,7-60,1% dla CIP,
49,9-78,6% dla ENF oraz 48,1-64,1% dla LVF, w zaleznosci od rodzaju
zastosowanego fotokatalizatora [66].

Przedstawione wyniki wskazuja, ze ocena skutecznosci procesu wylacznie
na podstawie zaniku macierzystych AMs moze prowadzi¢ do blednych wnioskoéw
dotyczacych  rzeczywistego stopnia usunigcia  zanieczyszczen.  Produkty
transformacji powstajace podczas fotokatalizy mogg wykazywaé aktywno$¢
biologiczng oraz toksyczno$¢ poréwnywalng lub nawet wyzsza niz zwigzki
macierzyste [73]. Ponadto w przypadku oczyszczania rzeczywistych probek sciekow
nalezy uwzgledni¢c obecno$¢ mieszaniny wielu AMs i1 ich TPs, ktérych
oddzialywanie moze prowadzi¢ do efektow addytywnych, synergistycznych lub
antagonistycznych [74]. Z tego wzgledu kompleksowa ocena efektywnosci nowego
fotokatalizatora oraz optymalizacja parametréw procesu powinny obejmowac nie
tylko analize celowang, lecz rowniez analiz¢ niecelowana umozliwiajacg iden-
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tyfikacje TPs, okreslenie stopnia mineralizacji probki oraz w miar¢ mozliwosci,
oceng toksycznosci probek przed 1 po procesie oczyszczania.

2. LC-MS/MS w ocenie zanieczyszczenia Srodowiska — przeglad badan
prowadzonych w Polsce

W 2019 roku w Polsce przeprowadzono badania terenowe majgce na celu
ocen¢ mobilnosci czterech wybranych AMs (SMX, TYL, DOX, ENF) po ich
wprowadzeniu do gleby. Pomimo braku wczesniejszego nawozenia gleby
obornikiem zwierzecym, w glebie oraz wodach gruntowych przed rozpoczeciem
eksperymentu wykryto obecnos¢ siedmiu AMs nalezacych do grup TCs, SAs oraz
MQs [75]. Ich obecno$¢ wskazuje na wczesniejszg migracje tych zwigzkow
w $rodowisku z nieokre§lonych zrodet. W ramach badan wykazano, ze sktad matrycy
glebowej, w szczegdlnosci zawartos¢ wegla organicznego, ma istotny wpltyw na
mobilno$¢ AMs w Srodowisku. Ponadto pozostatosci AMs moga utrzymywacé si¢
w glebie przez dlugi czas oraz by¢ pobierane przez rosliny uprawne [75,76].
W analizie nieukierunkowanej wykryto 16 TPs wszystkich 4 AMs wprowadzonych
do gleby oraz 14 produktéw transformacji SMX, ENF i DOX w tkankach pietruszki
(Petroselinum crispum (Mill.) Fuss) uprawianej na tym stanowisku [75,76]. Wyniki
te wskazuja, ze wraz z zywnoscig do organizmu czlowieka mogg trafia¢ nie tylko
AMs, lecz takze ich TPs.

Wzmozone zainteresowanie rozpowszechnieniem AMs w $§rodowisku na
terenie Polski obserwuje si¢ od poczatku drugiej dekady XXI w., jednak poczatkowo
badania te opieraly si¢ wylacznie na analizie celowanej. W 2014 r. opublikowano
badania dotyczace wystgpowania trzech FQs w wodach rzecznych oraz tkankach ryb
pobranych z rzek Reda i Goscicina. Najczesciej wykrywang substancjg byta NOR,
w zakresie stezen 30,2-442,8 ng/L [77]. CIP oznaczono w 5 prébkach wody, przy
czym maksymalne st¢zenie wynosito 2745 ng/L. ENF wykryto réwniez w 5 probkach
w zakresie 18-248,7 ng/L. W tkankach ryb FQs stwierdzono jedynie w pojedynczej
probee, gdzie oznaczono 48,1 ng/g NOR oraz 36,7 ng/g CIP [77]. W 2016 r. zespot
z Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk ocenit wystepowanie pozostatosci
9 SAs, TRI oraz ENF w osadach dennych polskiej strefy przybrzezne;j,
w 10 stanowiskach rozmieszczonych wzdhuz linii brzegowej [78]. Najczgsciej
wykrywanym zwiazkiem byt SMX (7/10 prébek), w zakresie stezen 2,3-419,2 ng/g,
przy czym najwyzsze wartosci odnotowano w rejonie ujs¢ rzek Parseta
i Swina [78]. Jedynie w 1 z 12 probek stwierdzono obecnosci analizowanych AMs,
co wskazuje na ich szerokie rozpowszechnienie w badanym obszarze. W 2017 r.
zespot naukowcow z Uniwersytetu Gdanskiego opracowal metode LC-MS/MS
umozliwiajaca analiz¢ celowang trzech wybranych TC w probkach gleb. W ramach
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analizy przesiewowej wykryto pozostalosci TC oraz oksytetracykliny w glebach
pobranych z dwdch miejscowosci w potnocnej Polsce (Saduny, Karlowo) w zakresie
stezen 11,7-14,5 ug/kg [79]. Zrédto tych zanieczyszczen nie zostato jednoznacznie
okreslone; wskazywano jedynie na mozliwo$¢ ich pochodzenia z obornika
Zwierzecego.

W latach 2021-2023 zespot prof. Sylwii Bajkacz z Politechniki Slaskiej
przeprowadzit kompleksowe badania przesiewowe probek wod powierzchniowych
oraz gleb pobranych na obszarze wybranych miast Gornego Slaska w celu oceny
rozpowszechnienia SAs w Srodowisku oraz ich TPs. Badania obejmowaty zaréwno
analize celowang o$miu wybranych SAs z wykorzystaniem LC-QTRAP w trybie
monitorowania  wielu reakcji (MRM), jak 1 analize¢ niecelowang
z zastosowaniem trybu EMS-DIA-EPI. Mozliwo$¢ zmiany trybow pracy detektora
mas bez koniecznos$ci modyfikacji warunkéw chromatograficznych pozwalata na
uzyskanie kompleksowej informacji analitycznej dla jednej probki w czasie 20 min,
co stanowi relatywnie krotki czas analizy przy jednoczesnym zastosowaniu strategii
analizy celowanej i niecelowanej [80]. Probki wod powierzchniowych pobierano ze
zbiornikéw na terenie Katowic, Sosnowca, Tychow, Mikotowa oraz Psar. Obecno$é
pozostato§ci SMX, sulfadiazyny (SFD) oraz sulfapirydyny (SFP) stwierdzono
wylacznie w probkach z Tychéw 1 Mikotowa. Najezesciej wykrywanym zwigzkiem
byt SMX, obecny w probkach z potoku Jamna (< 34,1 ng/L) oraz jeziora Paprocany
(£ 75,8 ng/L) [80]. W ramach analizy niecelowanej wykryto 12 produktow
transformacji SAs, ktore — co istotne — byly obecne we wszystkich 15 probkach,
niezaleznie od obecnosci zwigzku macierzystego. Ze wzgledu na wspolny rdzen
strukturalny sulfonamidéw wykryte TPs moga pochodzi¢ zaréwno z analizowanych,
jak 1 nieobjetych analizg zwigzkow, a ich obecno$¢ moze rowniez wskazywaé na
wysoka stabilno$¢ w srodowisku [80]. W drugim z badan probki gleb pobrano z 27
punktéw zlokalizowanych na terenie Tychéw, Katowic, Sosnowca, Dgbrowy
Gorniczej, Mikotowa oraz Przyleku, przy czym kryterium wyboru stanowisk byta
aktywno$¢ zwierzat domowych wolno wychodzacych lub stosowanie nawozoéw
odzwierzecych. W probkach gleb wykryto wszystkie 8 SAs objetych analizg
celowana, a najczesciej oznaczanymi zwigzkami byty SMX (9 probek) oraz SFD (10
probek) [81]. W glebach pobranych z wybiegow dla pséw odnotowano wyzsze
stezenia SAs (1,7-10,5 ng/g) niz w glebach rolniczych nawozonych obornikiem (1,9—
3,7 ng/g), co wskazuje na obecno$¢ antropogenicznych zrodet zanieczyszczenia gleb
réwniez w $rodowisku miejskim [81]. Produkty transformacji SAs byly obecne w 24
z 27 probek gleb, przy czym najwicksza ich liczbe wykryto w probkach gleb rolnych
(20 TPs) oraz probkach z wybiegow dla psow (15 — 17 TPs). Na podstawie
przedstawionych wynikow, mozna stwierdzi¢, ze potaczenie analizy celowanej wraz
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z niecelowang jest niezb¢dne dla pelnej oceny rozpowszechnienia oraz stabilno$ci
AMs w $rodowisku.

3. UWAGI KONCOWE

Analiza danych literaturowych wskazuje, ze metody oparte wylacznie na
analizie celowanej mogg by¢ niewystarczajagce do kompleksowej oceny
wystepowania, rozpowszechnienia oraz migracji AMs w srodowisku. W dziedzinach
chemii lekow oraz analizy Zywnosci zastosowanie analizy niecelowanej stanowi
uznang strategi¢ analityczng umozliwiajacg poszerzenie zakresu identyfikowanych
zwigzkow 1 produktéw ich transformacji. Zastosowanie zintegrowanego podejscia
faczacego analize celowang i niecelowang w rutynowych badan $rodowiskowych
przyniostoby  istotne  korzysci, umozliwiajac  identyfikacje = nowych
1 nieoczekiwanych produktow transformacji AMs, lepsze rozpoznanie ich losu
srodowiskowego oraz wykorzystanie uzyskanych informacji do sukcesywnego
rozszerzania zakresu analitow objetych monitoringiem $rodowiskowym. Analizg
celowang i niecelowang mozna prowadzi¢ z wykorzystaniem tego samego sprzgtu
analitycznego, stosujgc rozne tryby akwizycji danych: $ledzenie przej$¢ jonow
prekursor — produkt (dla analizy celowanej), skanowanie w szerokim zakresie m/z
(dla analizy niecelowanej) oraz rejestracje widm MS/MS po fragmentacji jonow
prekursorowych (dla identyfikacji strukturalne;j).

Samodzielne zastosowanie analizy niecelowanej z wykorzystaniem technik
LC-MS/MS i GC-MS/MS wiaze si¢ z pewnymi ograniczeniami. Stg¢zenie TPs
w probkach srodowiskowych moze by¢ zbyt niskie, aby mozliwe byto ich wykrycie.
Ponadto, na etapie przygotowania probki mogg zosta¢ utracone TPs, ktérych
wlasciwoséci fizykochemiczne nie pozwalaja na ich wydajne wyodrgbnienie
w zastosowanej procedurze przygotowania probki. Produkty transformacji moga
réwniez koeluowa¢ w uktadzie chromatograficznym, w wyniku czego ich widma mas
moga naklada¢ si¢ na siebie, co utrudnia ich interpretacje. Uzyskanie sygnatu
analitycznego nie zawsze pozwala na jednoznaczng identyfikacje¢ wykrytego
zwigzku, szczegdlnie w przypadku braku wzorca referencyjnego lub wystarczajacych
danych dotyczacych jego widma masowego. Wymienione ograniczenia wskazujg na
korzysci wynikajace z komplementarnego zastosowania analizy celowanej
i niecelowanej. Analiza celowana umozliwia czulg i1 ukierunkowang detekcje
znanych analitow, podczas gdy analiza niecelowana poszerza zakres uzyskiwanych
informacji o potencjalnie nieoczekiwane zwiazki i TPs.

Potaczone zastosowanie analizy celowanej i niecelowanej obejmuje rozne
etapy oceny wystepowania i transformacji AMs w $rodowisku, od biezacego
monitorowania $ciek6w w oczyszczalniach, przez oceng stanu wod powierzchnio-
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wych po zrzucie $ciekow, w tym rzek i jezior, po oceng¢ skuteczno$ci
konwencjonalnych i alternatywnych metod ich usuwania. Podejscie to moze by¢
wykorzystywane zaré6wno do monitorowania postgpu oczyszczania Sciekéw na
poszczegdlnych etapach procesu, jak i do oceny stanu wod powierzchniowych po ich
zrzucie. Ponadto polaczenie obu strategii stanowi istotny element oceny
efektywnosci oczyszczania wody i $ciekdw z zastosowaniem zaréwno metod
konwencjonalnych (osad aktywny), jak 1 alternatywnych (fitoremediacja,
fotokataliza), poniewaz umozliwia jednoczesne monitorowanie zaniku
macierzystych AMs oraz powstawania ich TPs. Zaréwno badania przeprowadzone
w rzeczywistych warunkach oczyszczania §ciekoéw, jak 1 badania prowadzone w skali
laboratoryjnej potwierdzajg, ze niezaleznie od zastosowanej metody oczyszczania
spadek stezenia AMs nie jest wystarczajagcym wskaznikiem potwierdzajgcym
skutecznos¢ procesu ich usuwania. Przytoczone badania nad fitoremediacja oraz
fotokataliza prowadzone w warunkach laboratoryjnych wskazuja, ze spadkowi
stezenia AMs w procesie oczyszczania towarzyszylo powstawanie ich TPs.

Istotnym aspektem dalszego rozwoju analizy niecelowanej jest postep
w zakresie narzedzi do przetwarzania i interpretacji danych. Jednym z istotnych
ograniczen tej strategii byla czasochlonna, retrospektywna interpretacja widm
masowych, wymagajaca analizy danych na poszczegélnych etapach identyfikacji.
Obecnie rozw0j narzedzi obliczeniowych, w tym metod uczenia maszynowego, oraz
automatyzacja przetwarzania danych MS pozwalaja na znacznie sprawniejszg analiz¢
duzych zbioréw danych, skracajgc czas ich interpretacji i zwickszajac efektywnos¢
identyfikacji potencjalnych zanieczyszczen oraz produktéw ich transformacji. Postep
ten sprzyja szerszemu wykorzystaniu analizy niecelowanej jako uzupetnienia analizy
celowanej, umozliwiajagc biezace rozszerzanie zakresu monitorowanych
zanieczyszczen o nowo identyfikowane zwigzki i ich TPs.

PODZIEKOWANIE

Niniejszy artykut zostal opracowany na podstawie wynikow badan
przedstawionych w rozprawie doktorskiej pt. Opracowanie i zastosowanie nowych
procedur analitycznych do oznaczania wybranych zanieczyszczen oraz produktéw
ich transformacji w srodowisku, autorstwa dr inz. Klaudii Stando, obronionej w 2025
roku na Wydziale Chemicznym Politechniki Slaskiej.

Autorka dzigkuje Pani prof. dr hab. inz. Ewie Felis z Politechniki Slaskiej
oraz jej zespotowi, a takze Pani prof. dr hab. inz. Ewie Korzeniewskiej wraz
z zespotem z Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, za wieloletnig



1590 K. STANDO, S. BAIKACZ

wspotprace oraz wsparcie merytoryczne w trakcie realizacji badan stanowigcych
podstawe rozprawy doktorskiej, a tym samym niniejszej publikacji.
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Abstrakt

Mechanochemia ma histori¢ si¢gajaca kilku tysiecy lat, jednak przez dhugi czas
pozostawala na marginesie w porownaniu z chemia roztworéw. Dopiero w ostatnich
latach jej metody zyskaty status kluczowej technologii wspierajacej rozwdj chemii
zielonej i zrownowazonej, oferujac bezrozpuszczalnikowa (lub niskorozpuszczalnikowa)
alternatywe¢ dla tradycyjnych procesé6w chemicznych. Z powodzeniem stosowane w
przemysle metalurgicznym mechaniczne stopowanie utorowato droge do wykorzystania
mechanochemii w innych sektorach, takich jak przetwarzanie odpadéw czy odkazanie
gleby, a takze w obszarach obejmujacych wytwarzanie farmaceutykoéw, przetwarzanie
biomasy, recykling oraz degradacje polimerow. W szerszej perspektywie
mechanochemia jawi si¢ jako obiecujgca $ciezka prowadzaca do dekarbonizacji
przemystu chemicznego. Dzigki wspolnym wysitkom naukowcoéw zrzeszonych w
Mig¢dzynarodowym Stowarzyszeniu Mechanochemicznym (IMA) zainicjowano szereg
przedsigwzie¢ wzmacniajacych rozwoj tej dziedziny. Naleza do nich m.in. Akcja COST
CA18112 MechSustInd i wylonione w jej ramach sieci wspolpracy, ktore przyczynity sig
do pozyskania finansowania projektu Horizon Europe IMPACTIVE, powotania Grupy
Roboczej EuChemS ds. Mechanochemii, uruchomienia projektu typu Round Robin
poswieconego przemianom mechanochemicznym, a takze inicjatywy IUPAC dotyczacej
terminologii i symboliki w mechanochemii. Wszystkie te dziatania aktywnie promuja
mechanochemi¢ poprzez podejmowanie kluczowych wyzwan tej dziedziny oraz
wzmacnianie wspotpracy miedzy srodowiskiem akademickim a przemystem. W efekcie
inicjatywy te lokuja Europg wsrdod lideréw innowacji mechanochemicznych, wspierajac
rozw0j przyjaznych srodowisku proceséw chemicznych, a takze sprzyjajac standaryzacji
terminologii i wdrazaniu rozwigzan przemystowych.

Stowa kluczowe: Mechanochemia, zielona chemia, zrownowazony rozwdj, Europejski
Zielony Lad, metody bezrozpuszczalnikowe, procesy przyjazne srodowisku, polityka,
standaryzacja.

Mechanochemia jest naukg o tworzeniu i rozrywaniu wigzan poprzez ,,bezposrednia

991

absorpcj¢ energii mechanicznej™, gdzie przemiany sa napedzane sitami mechanicznymi
wywieranymi przez uderzenie, $cinanie, Sciskanie lub rozcigganie. Zastosowanie sit
mechanicznych do inicjowania przemian chemicznych odnotowano juz w starozytnym
dziele De lapidibus (O kamieniach) Teofrasta z Eresos (IV w. p.n.e.), uznawanym za

najstarsze zachowane zrédto dotyczace zagadnien chemicznych. Rzeczywiscie, opisano
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tam otrzymywanie metalicznej rtgci poprzez pocieranie i rozcieranie jej mineratu,
cynobru, w miedzianym mozdzierzu, z uzyciem thuczka wykonanego z tego samego
materialu3.

Mimo ze chemia roztwordw stala si¢ standardem przemystowym, w ostatnich
dekadach odnotowano wyrazny wzrost liczby publikacji dotyczacych mechanochemii i
jej zastosowan w réznych dziedzinach (Rysunek 1), przy czym poziom gotowosci
technologicznej tych rozwigzan pozostaje zroznicowany w zaleznosci od sektora
przemyshu*. Zgodnie z klasyfikacja Technology Readiness Levels (TRL)?, najwyzszy
poziom gotowosci technologicznej (TRL 9) osiagnely zastosowania w obszarze energii i
materiatow twardych (np. metalurgia i gospodarka odpadami), dla ktorych
mechanochemia stanowi konkurencyjng metode wytwarzania.

W sytuacji, gdy globalnie rosnie zapotrzebowanie na zrdwnowazone warunki reakcji
i czystsze procesy, mechanochemia zostata w 2019 roku uznana przez IUPAC za jedna z
»technik wschodzacych, ktore moga uczyni¢ nasza planet¢ bardziej zrownowazong™™, a
w 2021 za potezne narzgdzie do realizacji Celow Zrownowazonego Rozwoju ONZ (UN
SDGs)’ i zalozen Europejskiego Zielonego Ladu®. Zgodna z 12 zasadami zielonej chemii
i zielonej inzynierii, usystematyzowanymi pod katem ich znaczenia dla skalowania
proceséw mechanochemicznych®, mechanochemia stanowi przetomowe podejscie!'®'?,
zdolne wspiera¢ zielong transformacje i1 zrownowazony rozwoj, z potencjatem
dekarbonizacji i ograniczenia wptywu przemyshu chemicznego na srodowisko!'®'2.

W catej Europie istnieje wiele inicjatyw, ktdre, poczawszy od programu UE COST
Action CAI18112 Mechanochemistry for Sustainable Industry (MechSustlnd),
przyczynily si¢ do uwydatnienia potencjatu mechanochemii, koncentrujgc si¢ przy tym
na réznych aspektach tej dziedziny. Niektore, jak projekt Horizon Europe IMPACTIVE,
posuwaja naprzod wdrazanie tej technologii w konkretnych realiach przemystowych,
takich jak farmacja'®. Grupa zadaniowa IUPAC ds. Terminologii i symboli
w  mechanochemii oraz profesjonalna sie¢ wspotpracy EuChemS w zakresie
mechanochemii obejmujg zar6wno sektor publiczny, jak i prywatny, podczas gdy projekt
Round Robin zajmuje si¢ szczegdtowymi zagadnieniami badan podstawowych. Tworzy
to warunki do krzyzowego przenikania si¢ obszarow badawczych, ukierunkowanych
rowniez na tworzenie powszechnie uznawanych standardow naukowych i wytycznych
dla tej dziedziny.

Wszystkie te inicjatywy, angazujace cztonkéw IMA, a wiec takze Srodowisko
akademickie, plasuja Europ¢ w wyjatkowej pozycji do innowacji w mechanochemii —
wspierajac bardziej zielony 1 zrownowazony sposob prowadzenia chemii oraz
przyczyniajac si¢ do zmiany sposobu myslenia, by ,,mysle¢ o chemii inaczej”".
W kolejnych akapitach, wraz z podkresleniem podstawowego znaczenia IMA, opisane
zostana w porzadku chronologicznym rdézne europejskie inicjatywy zwiazane
z mechanochemisa.
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Rysunek 1. Zastosowania proceséw mechanochemicznych — Zaadaptowano z oryginatu
- Zrédlo ilustracji: Evelina Colacino (Université de Montpellier, ICGM, France).

Mie¢dzynarodowe Towarzystwo Mechanochemiczne (IMA)

Migdzynarodowe Towarzystwo Mechanochemiczne (International
Mechanochemical Association, IMA) jest pierwszym mi¢dzynarodowym klastrem
utworzonym wokot mechanochemii. Stowarzyszenie zostato zatozone w 1988 roku w
Tatrzanskiej Lomnicy (obecna Stowacja), z udziatem przedstawicieli Japonii oraz
owczesnego ZSRR i Czechostowacji. Obecnie stowarzyszenie zrzesza 120 cztonkow
reprezentujacych 31 krajow na 4 kontynentach.

Na przestrzeni lat IMA zbudowato zar6wno geograficzne, jak i naukowe mosty,
taczac wiedze i doswiadczenie naukowcow, pionierow w tej dziedzinie, i poglgbiajac
zrozumienie procesOw mechanochemicznych stosowanych do materialdw twardych oraz
procesu stopowania mechanicznego. Przetozylo si¢ to na liczne wspotprace i inicjatywy,
torujac droge rozwojowi tej dziedziny i prowadzac do szerszego wdrazania metod
mechanochemicznych rowniez w innych obszarach chemii i inzynierii procesowej.

Kolejnym silnym filarem IMA jest koncentracja na miodych naukowcach,
edukowaniu i szkoleniu ich w zakresie metodologii mechanochemicznych. Flagowa
inicjatywa stowarzyszenia jest INCOME, Migdzynarodowa Konferencja Mechanochemii
i Stopowania Mechanicznego, organizowana co trzy lata. Pierwsza edycja INCOME
odbyta si¢ w 1993 roku w Koszycach (Stowacja). Od tego czasu odbyto si¢ 11 edycji
konferencji, ktore przez lata rosty pod wzgledem liczby uczestnikoéw i znaczenia.
Jedenasta konferencja INCOME odbyta si¢ w Berlinie-Adlershof (Niemcy) w 2025 roku,
gromadzac setki badaczy mechanochemii z catego $wiata.

Wigcej informacji o IMA mozna znalez¢ na stronie: imamechanochemical.com

MechSustInd: Akcja COST skupiona na mechanochemii

Réznorodne aspekty mechanochemii zostalty w ostatnich latach zintegrowane
w ramach europejskiego programu COST Action CA18112 Mechanochemistry for
Sustainable Industry (MechSustInd), realizowanego w latach 2019-2023 !>'¥, Pomimo
jego zakonczenia fundamentalne osiggnigcia, innowacyjne podejscia oraz koncepcje
wypracowane w trakcie trwania projektu nadal dynamicznie si¢ rozwijaja i umacniaja,
inspirujgc powstawanie podobnych inicjatyw na calym $wiecie.
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W ramach programu European Cooperation in Science and Technology (COST)
Akcja byla ukierunkowana na rozwdj skalowalnych proceséw, harmonizacje
nazewnictwa i wytycznych, a takze standaryzacj¢ terminologii i protokolow w
odpowiedzi na potrzeby przemystu. Jej celem byto réwniez ulatwianie wymiany wiedzy,
wyposazanie badaczy, w tym miodych naukowcow, w kluczowe kompetencje
umozliwiajace wdrazanie praktyk zréwnowazonego rozwoju opartych na aktywacji
mechaniczne] w codziennej dziatalnosci badawczej, a takze poglebianie wspotpracy
migdzy $rodowiskiem akademickim i partnerami przemystowymi. Ponadto Akcja
przyczyniata si¢ do zwigkszania $wiadomosci korzysSci wynikajacych z integracji
mechanochemii z procesami chemicznymi zardwno na etapie badan i rozwoju (B+R), jak
i w skali produkceyjne;j.

Dzigki licznym dzialaniom na rzecz budowania sieci wspolpracy naukowe;j,
realizowanym przez caly okres trwania projektu, Akcja przyczynita si¢ do harmonizacji
badan podstawowych i stosowanych z innowacjami technologicznymi oraz potrzebami
przemyslu w obszarze mechanochemii. W rezultacie umozliwila osigganie
dlugofalowych celow zwiazanych z rozwojem zielonej gospodarki i zrownowazonej
produkcji, w tym m.in. chemikaliow specjalistycznych (fine chemicals) oraz zwigzkéw o
znaczeniu farmaceutycznym'.

MechSustInd zdotata zbudowaé multidyscyplinarng sie¢ wykraczajacg poza granice
Europy, skupiajaca naukowcow, inzynieréw, przedsigbiorcow i inwestoro6w oraz
integrujaca kompetencje z réoznych obszaré6w mechanochemii. Struktura ta zostata
zorganizowana w trzy Grupy Robocze®, obejmujace zardwno synteze w skali
laboratoryjnej (WG1), jak i skalowanie proceséw (WG3) poprzez ewaluacj¢ technologii,
przy jednoczesnym prowadzeniu badan mechanistycznych reakcji (WG2) oraz ich
ilosciowej oceny pod katem przewagi nad istniejacymi metodami roztworowymi.
Wykorzystanie wskaznikow zielonej chemii, a takze wdrozenie zaawansowanych metod
oceny cyklu zycia (life cycle assessment, LCA) 1 analiz techno-ekonomicznych
(techno-economic analysis, TEA), zastosowanych m.in. w studium przypadku
mechanochemicznej syntezy leku podstawowego Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO)?', odzwierciedlato wyrazng ambicje COST Action, by zblizy¢ mechanochemig
do praktyki przemystowe;j.

Inicjatywa zgromadzita okoto 150 cztonkow — naukowcow aktywnych zaréwno w
sektorze publicznym, jak i prywatnym, reprezentujacych 46 krajow (w tym 38
europejskich), a takze osrodki spoza Europy; wsrod uczestnikow znalezli si¢ badacze
m.in. z Kanady, Chin, Japonii, Meksyku, Rosji, Singapuru, Republiki Poludniowe;j
Afryki, Korei Potudniowej i Stanéw Zjednoczonych (Rysunek 2).

Pomimo zakldécen spowodowanych globalng pandemiag MechSustind osiagneta
wysoki poziom integracji mechanochemii z dziatalnoscia dydaktyczng oraz programami
ksztatcenia akademickiego, odpowiadajac na potrzeby Unii Europejskiej w zakresie
»nhowych umiejetnosci” dla ,,nowych zawodéw” w obszarze zielonej chemii — ze
szczegblnym uwzglednieniem mlodego pokolenia naukowcow.
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Ten bezprecedensowy dorobek urzeczywistnit si¢ m.in. poprzez organizacj¢ pigciu
mig¢dzynarodowych kurséw szkoleniowych w Europie, z udzialem prelegentow ze
srodowiska akademickiego 1 przemystowego, integrujacych komplementarne
kompetencje réznych interesariuszy. Kursy te obejmowaty kluczowe zagadnienia, takie
jak: (i) mechanochemiczna synteza organiczna i kinetyka (Wtochy), (ii) skalowanie
reakcji mechanochemicznych (Niemcy), (iii) analizy ex situ i in situ reakcji
mechanochemicznych (Chorwacja oraz zdalnie z Malty) oraz (iv) charakterystyka
strukturalna zwigzkow supramolekularnych i kowalencyjnych (transmisja z Portugalii).

Pionierskie wdrozenie mechanochemii do dydaktyki osiggngto znaczacy zasigg
mig¢dzynarodowy, wykraczajacy poza granice Europy. MechSustInd skutecznie potaczyta
mechanochemi¢ z edukacja w obszarze zielonej chemii poprzez: (i) nawigzanie
strategicznych partnerstw z uznanymi mi¢dzynarodowo organizacjami (np. Beyond
Benign, USA)??, promujacymi ksztatcenie w zakresie zielonej chemii i zrownowazonego
rozwoju, (ii)) publikacje pierwszego artykulu edukacyjnego poswieconego
mechanochemii® oraz (iii) wydanie dwdch ksiazek dydaktycznych na ten temat*,2,

Pandemi¢ potraktowano jako szans¢ rozwojowa: od 2020 roku, przez caty okres
lockdownu, zorganizowano 31 webinariow z udziatem 53 prelegentéw z Europy i innych
czesci $wiata, tworzacych dwutygodniowy cykl ,,Get together during COVID”. To
innowacyjne podejécie umozliwilo intensywng wymiang wiedzy specjalistycznej,
podtrzymanie silnych wig¢zi migdzy czlonkami oraz dalszg realizacje celow zwigzanych
z budowaniem spotecznosci naukowe;.

Udalo si¢ nawigzaé strategiczne relacje i partnerstwa z organami decyzyjnymi
krajowych i europejskich towarzystw oraz stowarzyszen chemicznych. Szczegolnie
istotne bylo zbudowanie silnych powigzan z: (i) innymi Akcjami COST (np. CA18224
Greenering oraz CA19122 EUGAIN), (ii) International Mechanochemical Association
(IMA), w celu wspierania wspotpracy migdzy pionierami mechanochemii a ,,nowymi
uczestnikami” wdrazajacymi ja w dotad nieeksplorowanych obszarach, (iii) kluczowymi
interesariuszami oraz instytucjami zajmujacymi si¢ standaryzacjg, a takze (iv) siecia
EuChemsS Professional Network for Young Chemists (EYCN)?®,

Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze wspolnie z EYCN MechSustInd
zainicjowala pierwsza edycj¢ migdzynarodowej nagrody dla obiecujacych mtodych
naukowcow dziatajacych w dziedzinie mechanochemii, wyrdzniajacej doskonato$é
naukowg w formule konkursowe;j.

Q q Republika

Potudniowej Afryki
L3N v
Rysunek 2. Geograficzne rozmieszczenie cztonkéw CA18112 poza granicami Europy -
Zrédto ilustracji: Evelina Colacino (Université de Montpellier, ICGM, France).
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Przetomowe koncepcje, istotne kierunki badan (czego potwierdzeniem jest ponad
100 publikacji naukowych, komunikatéw prasowych, komentarzy redakcyjnych, wydan
specjalnych itp.) oraz liczne udane inicjatywy wylonione w ramach COST Action
CA18112 s3 nadal rozwijane i przynosza wymierne efekty takze po zakonczeniu
programu, wykraczajac poza granice Europy. Ich calosciowe podsumowanie w kilku
zdaniach nie byloby mozliwe, dlatego w niniejszym opracowaniu przedstawiono jedynie
wybrane przyktady jako wktad w dalszy rozw6j mechanochemii.

W niedawnym badaniu oceniajacym oddziatywanie Akcji COST? inicjatywa
CA18112 zostata wyrozniona jako ,,studium przypadku” innowacyjnosci, na podstawie
kryteridow obejmujacych jej strukturg i sposob realizacji, a takze zakres generowanych
rezultatdw. Uwzgledniono przy tym m.in. opracowanie modeli biznesowych, nowych
produktow (w tym patentdéw) oraz innowacyjnych formatéw edukacyjnych, przy
jednoczesnym wzmacnianiu komunikacji z decydentami, kluczowymi interesariuszami i
spoteczenstwem. Osiagnigcia te nabierajg szczegdlnego znaczenia w $wietle zaktocen
wywotanych pandemig COVID-19, ktora istotnie utrudnita realizacj¢ dziatan
wymagajacych bezposrednich interakcji naukowych oraz aktywnos$ci eksperymentalnej,
kluczowych dla rozwoju tej dziedziny.

Wigcej informacji mozna znalez¢ na stronie: mechsustind.eu

IMPACTIVE: projekt Horizon Europe poswi¢cony mechanochemii
w przemySle farmaceutycznym

IMPACTIVE (Innovative Mechanochemical Processes to synthesize green ACTIVE
pharmaceutical Ingredients) to projekt finansowany w ramach programu Horizon
Europe, koncentrujacy si¢ na zastosowaniu metod i procesow mechanochemicznych w
produkcji substancji czynnych (API)'3. Jego celem jest dostarczenie dowodu shusznosci
koncepcji w skali pilotazowej, dotyczacej wykorzystania mechanochemii w trybie
wsadowym i/lub przeplywowym do wytwarzania szesciu API nalezacych do czterech
r6znych rodzin zwiazkow (rys. 3). Czteroletni projekt rozpoczat si¢ w pazdzierniku 2022
r. 1 skupia 17 partneréw z 11 krajow europejskich. Konsorcjum obejmuje uczelnie,
instytuty badawcze, mate i Srednie przedsigbiorstwa oraz dwdch duzych przedstawicieli
przemyshu farmaceutycznego (m.in. Novartis i Merck). Jego cztonkowie dysponuja
komplementarnymi kompetencjami w zakresie badan, rozwoju, produkcji oraz transferu
i komercjalizacji wynikow.

Bariery w zastosowaniu mechanochemii do wytwarzania substancji czynnych nie
zawsze maja charakter techniczny. Wsrod kierownikow dzialow B+R w sektorze
chemicznym i inzynieryjnym mechanochemia pozostaje nadal stosunkowo malo znana?,
co spowalnia jej wdrazanie na skal¢ komercyjna. Zar6wno wyzwania, jak i potencjalne
korzy$ci zwiazane z przemystowym wykorzystaniem mechanochemii , w tym w
kontekscie zrownowazonego finansowania, zostaty wczesniej szczegétowo omdéwione w
literaturze®.
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Rysunek 3. Podsumowanie i cele projektu IMPACTIVE - Zrédlo ilustracji: Agata
Communication Agency (Santander, Spain).

Niemniej jednak mechanochemia oferuje trzy kluczowe zalety, ktorym warto si¢ blizej

przyjrzeé:

1.

W procesach chemicznych rozpuszczalniki moga stanowi¢ nawet do 90%
masy reagentow?, przy czym wigkszo$¢ z nich nie spetnia kryteriow
przyjaznosci  dla  $Srodowiska’®3!. Catkowite ~ wyeliminowanie
rozpuszczalnikow lub ich minimalne uzycie — jak w procesach liquid-
assisted grinding (LAG)* — prowadzi do bardziej ekologicznych syntez®
oraz poprawy wskaznikow zielonej chemii**. W przypadku produkcji
substancji czynnych (API) korzysci te maja charakter przelomowy: w
ramach studiow przypadkow wykazano mozliwos¢ redukcji takich
parametrow jak ekotoksyczno$¢ czy emisja CO2 nawet o 85%'9°.

Procesy prowadzone w skali przemyslowej wymagaja ogrzewania i
chlodzenia duzych ilo$ci materiatu, co wiaze si¢ z istotnymi kosztami®®.
Poniewaz metody mechanochemiczne zazwyczaj przebiegaja w nizszych
temperaturach, umozliwiaja  ograniczenie kosztow  operacyjnych
zwigzanych z wytwarzaniem API. W analizowanych przypadkach
odnotowano redukcje kosztéw produkcji siegajaca 12%?".

Jak wskazuja zarowno doniesienia medialne®’, jak i analizy Komisji
Europejskiej®, wspotczesne tancuchy dostaw sa podatne na zaktocenia i
niedobory. Jednoczesnie rygorystyczne regulacje zwigzane z realizacja
zatozen Europejskiego Zielonego Ladu sktonity czes¢ producentow API do
przeniesienia produkcji poza Europeg, co zwigkszyto zalezno$¢ unijnego
przemystu  farmaceutycznego od  zagranicznych  dostawcow.
Mechanochemia, poprzez rozwdj bardziej zrownowazonych i bezpiecznych
procesow technologicznych, moze przyczyni¢ si¢ do ponownej lokalizacji
produkcji w Unii Europejskiej (Rysunek 3), zgodnie z wysokimi
standardami $rodowiskowymi oraz przy uznaniu tej technologii jako
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rozwigzania zrOwnowazonego przez organy ochrony zdrowia, agencje
regulacyjne i decydentow®.
Wigcej informacji o projekcie IMPACTIVE mozna znalezé na stronie:
https://mechanochemistry.eu/

Projekt typu Round Robin dotyczacy mechanochemii

Projekt typu Round Robin, oficjalnie rozpoczety w 2024 roku, obejmuje 36
uczestnikow reprezentujacych 25 instytucji badawczych. Wigkszo§¢ zaangazowanych
laboratoriow znajduje si¢ w Europie, a kilku kierownikéw zespotéw brato wczesniej
udziat w Akcji COST CAI18112. Inicjatywa ta stanowi wspdlny wysitek badaczy
ukierunkowany na ocen¢ powtarzalno$ci reakcji mechanochemicznych oraz ich
standaryzacj¢ poprzez identyfikacj¢ kluczowych zmiennych 1  warunkow
umozliwiajacych kontrole przebiegu reakcji. Celem projektu jest wykazanie, ze
mechanochemia jest metoda powtarzalng, o ile analizie poddaje si¢ stany stacjonarne,
niezaleznie od zastosowanej aparatury czy osoby prowadzacej eksperyment.
Projekt koncentruje si¢ na badaniu trzech reakcji chemicznych, jednego procesu
tworzenia kokrysztalu oraz jednej przemiany polimorficznej, realizowanych przez rézne
zespoty badawcze w celu weryfikacji poprawnosci protokotéw oraz sprawdzenia
podstawowych hipotez roboczych.

Grupa zadaniowa IUPAC ds. terminologii i symboliki w mechanochemii

W 2019 roku Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej (/nternational
Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) zaliczyla mechanochemiczne procesy
przeptywowe do grona dziesigciu wschodzacych technologii, ktore moga przyczynic si¢
do zwigkszenia zrownowazenia naszej planety®.

Cho¢ mechanochemia ma glebokie korzenie historyczne®®, nadal brakuje w tej
dziedzinie spdjnej i ustandaryzowanej terminologii — funkcjonujag bowiem rdézne
okreslenia, takie jak trybochemia, mechaniczne stopowanie czy mechanochemia,
odnoszace si¢ do wykorzystania sity mechanicznej do inicjowania reakcji chemicznych.
Sam termin ,,mechanochemia”, uzywany w niniejszym artykule, pozostaje nieprecyzyjnie
zdefiniowany w [UPAC Compendium of Chemical Terminology', gdzie reakcje
mechanochemiczng opisano jedynie jako proces ,,wywotany bezposrednim
pochtanianiem energii mechanicznej”.

W potaczeniu z szerokim wachlarzem materiatow, urzadzen, metod i praktyk
stosowanych w procesach mechanochemicznych wskazuje to na potrzebe ujednolicenia
definicji oraz uporzadkowania terminologii i symboliki w tej dziedzinie. Inicjatywa
bedaca bezposrednim rezultatem dzialan COST Action CA18112, ktdra przyczynita si¢
do ograniczenia tej luki i stanowi wazny krok w kierunku szerszego uznania
mechanochemii, zostata podjeta w 2024 roku, kiedy ITUPAC wsparta powotanie Grupy
Zadaniowej ds. ,,Terminologii i Symboliki w Mechanochemii”®. Celem tego projektu
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jest opracowanie spdjnej terminologii i klasyfikacji stosowanych w mechanochemii
poprzez zaproponowanie ustandaryzowanego nazewnictwa i symboliki. Ma to ulatwié
komunikacje w $rodowisku naukowym oraz wspiera¢ wdrazanie mechanochemii nie
tylko w badaniach akademickich, lecz takze w dziatalno$ci badawczo-rozwojowej oraz
produkcji przemystowej. W perspektywie $rednioterminowej dazy si¢ do wypracowania
obiektywnych, mi¢dzynarodowo uzgodnionych wytycznych, ktére umozliwig dalszy
rozwoj tej dziedziny, a jednoczes$nie zwigksza jej widocznos¢ 1 wiarygodnos¢ w oczach
réznych grup interesariuszy.

Wigcej informacji o projekcie IUPAC dotyczacym terminologii i symboliki
w mechanochemii mozna znalez¢ na stronie: iupac.org/project/2023-034-2-100.

Grupa Robocza EuChemS ds. mechanochemii

Dzien 2 pazdziernika 2023 r. stanowi kamien milowy dla mechanochemii w Europie
oraz wyjatkowsa inicjatyw¢ w skali globalnej: w Larnace (Cypr) powotano ,,Grupe
Robocza ds. Mechanochemii” w ramach Europejskiego Towarzystwa Chemicznego
(EuChemS). Ta profesjonalna sie¢ wspdlpracy (PN) stanowi kontynuacje oraz
rozwiniccie dziatan zapoczatkowanych w ramach Akcji COST CAI18112
»,Mechanochemia dla Zréwnowazonego Przemystu” i zostata utworzona dzigki silnemu
zaangazowaniu jej bylych uczestnikow. Oficjalnie uruchomiona w 2024 roku grupa liczy
juz 32 czlonkéw delegowanych przez 22 krajowe towarzystwa chemiczne w Europie,
przy zachowaniu dobrej rownowagi geograficznej. Jej cztonkowie dysponuja szerokim
spektrum kompetencji obejmujacych réznorodne obszary zastosowan mechanochemii, a
ich liczba stale ros$nie, co odzwierciedla rosnace zainteresowanie tg innowacyjna
koncepcja ,,myslenia o chemii inaczej”!4.

Gléwnym celem nowo utworzonej profesjonalnej sieci wspotpracy (PN) w zakresie
mechanochemii w EuChemsS jest funkcjonowanie jako ekosystem nauki i innowacji,
wzmacniajacy widoczno$¢ oraz integracje tej dziedziny w europejskiej spotecznosci
naukowej 1 poza nig.

Wsréd kluczowych celow (Rysunek 4) Grupa Robocza ds. Mechanochemii stawia
sobie: (i) ugruntowanie pozycji jako wiodacej platformy dyskusji i wymiany wiedzy,
wspierajacej rozwoj rozumienia mechanochemii i jej znaczenia, w tym ograniczanie
negatywnego wplywu tradycyjnych proceso6w chemicznych poprzez wdrazanie bardziej
zréwnowazonych technologii, zgodnych z 17 Celami Zréwnowazonego Rozwoju ONZ;
(i) wspieranie szerokiego wdrazania mechanochemii w chemii podstawowej i
stosowanej oraz w dziedzinach interdyscyplinarnych poprzez jej integracje z
dziatalnoscia akademicka, badawczo-rozwojowa, przemystowa i edukacyjna; (iii)
zachecanie krajowych towarzystw chemicznych oraz wspieranie ich dzialan na rzecz
promowania roli i znaczenia mechanochemii; (iv) wzmacnianie wiarygodnosci i
rozpoznawalno$ci mechanochemii poprzez aktywne angazowanie spoteczenstwa i
decydentow, m.in. za posrednictwem mediow spolecznosciowych, newsletterow oraz
organizacji konferencji i warsztatow; (v) rozwijanie wspolpracy i sieci kontaktéw migdzy
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krajowymi grupami i sekcjami towarzystw zrzeszonych w EuChemS, a takze z
odpowiednimi organizacjami europejskimi i mi¢dzynarodowymi; (vi) promowanie
doskonatosci naukowej poprzez konkursy i systemy nagrod.

Lista ta ma charakter otwarty, a szczegolowe informacje sa na biezaco
aktualizowane na oficjalnej stronie internetowej*.
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Rysunek 4. Grupa Robocza EuChemS ds. Mechanochemii: cele i zadania. Legenda: MC
— mechanochemia, PN — profesjonalna sie¢ wspolpracy (Professional Network) - Zrédio
ilustracji: Zara Cherkezova-Zheleva (Institute of Catalysis, Bulgarian Academy of
Sciences, Sofia).

‘Whioski

Podsumowujac, przedstawione sze§¢ kamieni milowych stanowi jedynie wybrany
fragment spo$réd licznych inicjatyw zwigzanych z mechanochemia na §wiecie, ktére
wspottworza dynamiczng i szybko rozwijajaca si¢ kulture badawcza w tej dziedzinie —
obejmujacy zardwno konferencje, wyktady i webinaria, jak i miedzynarodowe projekty
badawcze oraz ukierunkowane zastosowania przemystowe. Mechanochemia znajduje si¢
obecnie w fazie intensywnego rozwoju i posiada potencjal, by sta¢ si¢ jednym z
kluczowych narzedzi dekarbonizacji proceséw chemicznych, oferujac rozwiazania
ograniczajace lub eliminujace stosowanie szkodliwych rozpuszczalnikéw, a takze
wykraczajace poza ten obszar. Realizacja tego potencjalu bedzie mozliwa dzigki
skoordynowanemu wysitkowi tysiecy naukowcow i interesariuszy, ktérzy aktywnie
przyczyniaja si¢ do rozwoju, upowszechniania i wdrazania mechanochemii.
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ABSTRACT

Surfactants play a crucial role in the formulation and stabilization
of emulsion and microemulsion systems due to their amphiphilic structure
and favorable physicochemical properties. These systems are widely applied
in pharmaceutical, cosmetic, food, and chemical industries, as well as
in biotechnology and advanced materials research.

This literature review summarizes the current knowledge on the structure
and classification of surfactants, mechanisms of emulsion stabilization,
and the physicochemical factors governing the formation of emulsions
and microemulsions, with particular emphasis on systems stabilized by nonionic
surfactants. Special attention is given to the hydrophilic-lipophilic balance (HLB),
critical packing parameter (CPP), phase behavior and the formation of reverse
micelles. The review also discusses selected methods used for the preparation and
characterization of surfactant-based systems, including dynamic light scattering
(DLS), polarization microscopy, Vviscosity measurements, and dielectric
spectroscopy.

Understanding the relationships between surfactant structure, aggregation
behavior, and microstructure is essential for the rational design of stable
and functional colloidal systems.

Keywords: nonionic surfactants, emulsions, microemulsions, reverse micelles
Stowa kluczowe: surfaktanty niejonowe, emulsje, mikroemulsje, micele odwrocone
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Tween

Span
HLB

HPH
PIT
EIP
SE
HSP
CPP
CMC
SAXS
NMR
TEM
DLS

SANS

MWS
NDE

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— handlowa nazwa estrow polioksyetylenosorbitanu i kwaséw
thuszczowych

— handlowa nazwa estrow sorbitanu i kwasow ttluszczowych

— wspotczynnik rownowagi hydrofilowo-lipofilowej (ang.
Hydrophilic-Lipophilic Balance)

— homogenizacja wysokoci$nieniowa (ang. High-Pressure
Homogenization)

— temperatura inwersji fazowej (ang. Phase Inversion
Temperature)

— punkt inwersji emulsji (ang. Emulsification Inversion Point)
— spontaniczna emulgacja (ang. Spontaneous Emulsification)

— parametr rozpuszczalnos$ci Hansena (ang. Hansen Solubility
Parameter)

— krytyczny parametr upakowania (ang. Critical Packing
Parameter)

— krytyczne stgzenie micelizacji (ang. Critical Micelle
Concentration)

— niskokatowe rozpraszanie promieni rentgenowskich (ang.
Small-Angle X-Ray Scattering)

— jadrowy rezonans magnetyczny (ang. Nuclear Magnetic
Resonance)

— transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission
Electron Microscopy)

— dynamiczne rozpraszanie §$wiatla (ang. Dymnamic Light
Scattering)

— niskokatowe rozpraszanie neutrondow (ang. Small-Angle
Neutron Scattering)

— polaryzacja Maxwella-Wagnera-Sillarsa

— nieliniowy efekt dielektryczny (ang. Non-linear Dielectric

Effect)
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WPROWADZENIE

Surfaktanty oraz uktady koloidalne, takie jak emulsje i mikroemulsje, stanowig
istotny obszar badan wspodfczesnej chemii fizycznej ze wzgledu na ich zlozona
mikrostrukturg, dynamiczny charakter oraz szerokie zastosowanie.

W niniejszym przegladzie omdwiono najwazniejsze zagadnienia dotyczace
charakterystyki ukladow stabilizowanych przez surfaktanty, ze szczegdlnym
uwzglednieniem surfaktantéw niejonowych, a takze przedstawiono wybrane metody
stosowane do badania ich mikrostruktury.

1. SURFAKTANTY — WPROWADZENIE
1.1. DEFINICJA SURFAKTANTU

Surfaktanty to zwiazki, ktérych czasteczki sktadaja sie z czgsci hydrofilowej
(wykazujacej powinowactwo do fazy polarnej) oraz hydrofobowej (preferujacej
srodowiska niepolarne). Taka budowa sprawia, ze wykazuja one tendencje do
lokowania si¢ na granicach faz, obnizajac tym samym napigcie migdzyfazowe.
Schematyczng budowe surfaktantu przedstawiono na Rysunku 1.

hydrofobowy ,,ogon” hydrofilowa ,,glowa™

Rysunek 1. Schematyczna struktura surfaktantu z jedna polarna glowa i jednym niepolarnym ogonem.
Figure 1. Schematic structure of a surfactant with one polar head and one nonpolar tail.

Surfaktanty okreslane sa rowniez jako "amfifile" lub "zwigzki amfifilowe".
W uktadach biologicznych czgsto zalicza si¢ je do lipidow polarnych, natomiast
termin "surfaktant" jest zwykle uzywany w odniesieniu do zwigzkéw
wykorzystywanych technicznie, czesto otrzymywanych syntetycznie, cho¢ mogg one
mie¢ rowniez pochodzenie naturalne [1].

1.2. BUDOWA 1 RODZAJE SURFAKTANTOW

Hydrofobowy ogon surfaktantu sktada si¢ zazwyczaj z jednego lub kilku
tancuchéw weglowodorowych o dlugosci od 8 do 18 atoméw wegla i moze miec
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strukture liniowa, rozgateziong lub cykliczng. Czgs$¢ hydrofobowa moze by¢ rowniez
tworzona przez tancuchy siloksanowe [1].

Polarna grupa "glowy", najczeSciej zlokalizowana na koncu tancucha
alkilowego, moze by¢ jonowa lub niejonowa, a jej charakter znaczaco wplywa
na wlasciwoséci fizykochemiczne surfaktantu. W przypadku surfaktantow
niejonowych mozliwa jest modyfikacja wielkosci grupy "glowy" w celu uzyskania
pozadanych wlasciwosci uzytkowych, natomiast w surfaktantach jonowych wielkos¢
ta jest zasadniczo stala i wynika z natury grupy jonowej. Na wlasciwosci
surfaktantow wptywaja takze dlugo§¢ 1 stopien rozgalezienia tancucha
hydrofobowego oraz potozenie grupy polarnej, przy czym ich zachowanie w danym
uktadzie zalezy przede wszystkim od wzglednych rozmiaréw "glowy" i "ogona".

Podstawowa klasyfikacja $rodkéw powierzchniowo czynnych opiera si¢
na tadunku polarnej grupy glowy. Wedlug tego kryterium surfaktanty dzieli si¢
na cztery glowne klasy:

e anionowe,

e kationowe,

e niejonowe,

e amfoteryczne (zwitterjonowe).

Surfaktanty nalezace do tej ostatniej klasy zawierajg zarowno fragment anionowy,
jak 1 kationowy.

W surfaktantach niejonowych grupa polarna moze by¢ oparta na [1]:

e polieterach — stanowig dominujaca grupg surfaktantow niejonowych;
zawieraja one jednostki oksyetylenowe (OE), powstajace w wyniku
polimeryzacji tlenku etylenu;

e polihydroksylach (poliolach) — moga by¢ dodatkowo etoksylowane;
typowym przyktadem sg estry kwaséw tluszczowych sorbitanu (znane pod
nazwa handlowa Span) oraz odpowiadajace im etoksylowane produkty
(znane jako Tween).

1.3. WSPOLCZYNNIK ROWNOWAGI HYDROFILOWO-LIPOFILOWEJ
(HLB)

Surfaktanty klasyfikuje si¢ na podstawie wspotczynnika HLB, ktory okresla
ilo§ciowy udziat fragmentéw hydrofilowych i lipofilowych w czasteczce. Kazdemu
surfaktantowi przypisana jest okre§lona wartos¢ HLB [1].

Koncepcja HLB, metody eksperymentalnego wyznaczania wartosci HLB
emulgatorow oraz tzw. wymaganego HLB dla roznych olejow! zostaly po raz

! wymagane HLB dla oleju — zalecana warto$¢ HLB emulgatora niezbedna do otrzymania stabilnej emulsji
typu W/O z udziatem danego oleju
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pierwsze zaproponowane przez Griffina [2]. Wykazal on réwniez, ze zaréwno
warto$¢ HLB mieszaniny emulgatorow, jak i wymagane HLB dla mieszaniny olejow
mozna wyznaczaé¢ zgodnie z zasada addytywnosci.

Najprostsza metoda okre§lania HLB dla surfaktantéw niejonowych polega
na obliczeniu udzialu masowego czgsci hydrofilowej w czasteczce, a nastgpnie
pomnozeniu tej wartosci przez dwadziedcia [3]:

My

My + M,
gdzie My to masa molowa czg$ci hydrofilowej, M; — masa molowa czgsci
hydrofobowej czasteczki [4].

Skala HLB obejmuje warto$ci od 0 (substancje catkowicie hydrofobowe)
do 20 (substancje catkowicie hydrofilowe). Surfaktanty o niskich warto$ciach HLB
sa zazwyczaj stosowane jako emulgatory w emulsjach typu woda w oleju (W/O),
natomiast te o wysokich HLB — w emulsjach typu olej w wodzie (O/W) [5, 6].
Zalezno$¢ miedzy wartoscig HLB a charakterem roztworu surfaktantu oraz jego
mozliwym zastosowaniem przedstawiono na Rysunku 2.

HLB = +20 (1)

E mleczna emulsja po
) brak emulsji energicznym wstrzasaniu
‘E
= stabilna mleczna emulsja klarowna emulsja
= -
) X .
b~ od potprzezroczystej
= niestabilna emulsja do klarownej emulsji
s < - -—
<
=
]
emulgatory typu W/O detergenty
o -— -
- p—
s
= $rodki zwilZajac hydrotropy
=3
@
S
2 $rodki przeciwpienne emulgatory typu O/W
N
0 5 10 15 20
HLB

Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy zalezno$¢ charakteru roztworu surfaktantu oraz jego mozliwego
zastosowania od wartosci HLB [5, 6].

Figure 2. Schematic diagram showing the relationship between the nature of a surfactant solution and its
potential applications as a function of HLB value [5, 6].
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Podstawowa reguta stosowana w technologii emulsji mowi,
ze emulgatory wykazuja tendencj¢ do stabilizowania emulsji, jesli lepiej
rozpuszczajg si¢ w fazie ciaglej. Zasada ta zostata sformutowana ponad sto lat
temu i znana jest jako reguta Bancrofta [1, 7].

2. EMULSJE - PODSTAWY I TYPOLOGIA
2.1. DEFINICJA EMULSJI

Zgodnie z definicja IUPAC emulsja to ciekty uktad koloidalny, w ktorym
krople cieczy i/lub ciekte krysztaty sg rozproszone w innej cieczy, przy czym rozmiar
kropel moze przekracza¢ typowy zakres wielkosci przyjmowany dla czastek
koloidalnych [8]. Uscislajac, emulsja to stosunkowo trwale rozproszenie czastek
jednej cieczy (fazy rozproszonej) w drugiej, niemieszajacej si¢ z nig cieczy (fazie
ciaglej) [9].

Proces rozbicia jednej cieczy na krople i ich dyspersji w drugiej prowadzi do
znacznego wzrostu powierzchni migdzyfazowej, a tym samym odpowiednio duzego
wzrostu swobodnej energii migdzyfazowej uktadu. W rezultacie powstala "emulsja"
powinna by¢ mniej stabilna termodynamicznie niz uktad dwoch cieczy oddzielonych
minimalng powierzchnig mi¢dzyfazowa. Aby taki uktad mogt by¢ trwaty, konieczne
jest zastosowanie $rodka emulgujacego. Adsorpcja emulgatora, w tym przypadku
surfaktantu, w postaci zorientowanej warstwy mi¢dzyfazowej na granicy faz ciecz-
ciecz prowadzi do obnizenia napi¢cia mi¢edzyfazowego, co umozliwia stabilizacjg
uktadu przez czas wystarczajacy do jego praktycznego wykorzystania.

Pomimo obecno$ci emulgatora utworzenie emulsji nadal wymaga
dostarczenia energii, co oznacza, ze ich niestabilno$¢ termodynamiczna zostaje
jedynie zmniejszona, a nie calkowicie wyeliminowana. Uklady te moga jednak
wykazywaé znaczng trwalos$¢ kinetyczna — od kilku minut do nawet kilkunastu lat.
Wynika ona z obecnosci warstwy surfaktantu na granicy faz, ktora tworzy wokot
rozproszonych czastek cieczy bariery mechaniczne, steryczne i/lub elektrostatyczne,
spowalniajac proces koalescencji [4].

W przypadku zwyktych emulsji obnizenie napi¢cia miedzyfazowego,
wynikajace z zastosowania emulgatora, zmniejsza ilo$¢ pracy mechanicznej
niezbednej do wykonania dla rozdrobienia fazy wewnetrznej na krople.
W mikroemulsjach napigcie to moze zosta¢ obnizone do wartosci tak niskich,
ze proces emulgowania zachodzi spontanicznie.
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2.2. RODZAJE EMULSJI

Najczestsza metoda klasyfikacji emulsji zwigzana jest z charakterem fazy
rozproszonej. W oparciu o to kryterium wyrdznia si¢ trzy podstawowe typy emulsji
[4]:

e emulsja typu olej w wodzie (O/W) — dyspersja cieczy niemieszajacej si¢

z woda, okreslanej jako "olej" (O) bez wzgledu na swoje wihasciwosci,

w fazie wodnej (W),

e cemulsja typu woda w oleju (W/O) — dyspersja wody Iub roztworu wodnego

(W) w cieczy niemieszajacej si¢ z wodg (O),

e emulsje wielokrotne (W/O/W, O/W/O).

Rysunek 3. Rodzaje emulsji: A — emulsja woda w oleju (W/O), B — emulsja olej w wodzie (O/W), C — emulsja
wielokrotna (W/O/W) oraz D — emulsja wielokrotna (O/W/O).

Figure 3. Type of emulsions: A — water-in-oil emulsion (W/O), B — oil-in-water emulsion (O/W), C — multiple
water-in-oil-in-water emulsion (W/O/W), and D — multiple oil-in-water-in-oil emulsion (O/W/O).

Dla danego $rodka emulgujacego jeden typ emulsji jest zwykle bardziej
stabilny, dlatego emulsje W/O oraz O/W nie pozostajg wzgledem siebie w stanie
rownowagi termodynamicznej. Powstawanie emulsji wielokrotnych uwazane jest
za mezofazg, ktdra poprzedza catkowitg inwersje emulsji [10]. Rodzaj tworzace;j si¢
emulsji mozna przewidzie¢ na podstawie teorii jako§ciowej [7] oraz ilosciowej [11].
Inna metoda klasyfikacji dotyczy rozmiaru czastek fazy rozproszone;j.

W tym przypadku wyrdznia si¢ trzy gtowne typy emulsji:

e Makroemulsje — najbardziej powszechne uklady  emulsyjne.
Sa nieprzezroczyste, mozliwe do zaobserwowania pod mikroskopem
optycznym, termodynamicznie niestabilne oraz wykazuja ograniczong
stabilno$¢ kinetyczng. Ich otrzymanie wymaga dostarczenia energii
mechanicznej. Rozmiar kropli fazy rozproszonej przekracza 400 nm [4], a
wedlug Gupta [12] moze miesci¢ sie¢ w zakresie nawet 1-100 um,

e Nanoemulsje [13] — znane rowniez jako miniemulsje [14], emulsje drobno
zdyspergowane [15] lub ultradrobne emulsje [16]. Sa to uklady
potprzezroczyste, czgsto o niebieskawym zabarwieniu [4, 17, 18]. Stezenie
emulgatora stanowi zazwyczaj 1-10% fazy olejowej [4, 17, 19]. Pomimo
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termodynamicznej niestabilno$ci wykazuja wysoka stabilno$¢ kinetyczna,

2 czy sedymentacja

co sprawia, ze procesy takie jak $mietankowanie
zachodzg bardzo powoli [9, 12, 17, 18, 20]. Moga by¢ otrzymywane
zarbwno z wykorzystaniem metod wysokoenergetycznych, jak
i niskoenergetycznych [12, 18]. Charakteryzuja si¢ mniejszym rozmiarem
czastek, w zakresie od 20 do 500 nm [9, 12, 17, 18, 20].

e Mikroemulsje — nazwa "mikroemulsja" zostata uzyta po raz pierwszy przez
Schulmana  w 1959 T. [21]. W odréznieniu od makro- i
nanoemulsji, mikroemulsje sa termodynamicznie stabilne oraz moga
powstawaé samorzutnie przy odpowiednim doborze sktadnikéw. Sa to
przezroczyste, izotropowe uktady, ktorych faza rozproszona cechuje sie
najmniejszymi rozmiarami czastek —od 5 do 100 nm [4, 9, 12, 20].

Mikroemulsje w rzeczywisto$ci nie sa ani "mikro", ani klasycznymi emulsjami.
Typowy rozmiar tych struktur miesci si¢ w zakresie nanometrow. Nie nalezy ich
réwniez utozsamia¢ z emulsjami o bardzo matych rozmiarach kropli, poniewaz
emulsje sg termodynamicznie niestabilne, podczas gdy mikroemulsje cechuje
stabilnos$¢ termodynamiczna oraz duza dynamika struktury wewnetrznej. Jako uktady
stabilne termodynamicznie i powstajace w wyniku samoorganizacji surfaktantow,
wykazujg wiele cech wspolnych z innymi fazami surfaktantowymi, takimi jak
roztwory micelarne czy fazy cieklokrystaliczne [1]. Moga przyjmowac rézne formy
strukturalne — typu W/O, O/W, lub bardziej ztozone, w ktérych obie fazy
wspolistnieja w postaci ciaglych sieci [4]. Roznice migdzy emulsjg a mikroemulsja
zestawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyczne r6znice miedzy emulsja a mikroemulsja.
Table 1. Characteristic differences between an emulsion and a microemulsion.

emulsja mikroemulsja
nietrwata — z czasem ulega rozdzieleniu termodynamicznie stabilna
duze krople (1-10 um) bardzo mate agregaty (ok. 10 nm)
uktad statyczny uktad wysoce dynamiczny

. . . . L duza powierzchnia migdzyfazowa — wymagana
umiarkowanie duza powierzchnia migdzyfazowa — p dzy g

potrzebna umiarkowana ilo$¢ surfaktantu duza iloé surfaktantu

niewielka krzywizna granicy faz olej/woda granica faz olej/woda moze by¢ silnie zakrzywiona

2 $mietankowanie — proces polegajacy na gromadzeniu si¢ kropli fazy o mniejszej gestosci w gornej czgsci
uktfadu
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Wedhug klasyfikacji Winsora [19] wyrdznia si¢ cztery typy mikroemuls;ji
(Rysunek 4):

e Winsor I — mikroemulsja typu O/W wspotistnieje z nadmiarem fazy
olejowej,

e Winsor II — mikroemulsja typu W/O wspotistnieje z nadmiarem fazy
wodnej,

e Winsor III — uklad trojfazowy, w ktérym mikroemulsja tworzy fazg
srodkowa, pozostajaca w rownowadze z nadmiarem zaréwno fazy olejowe;j,
jak i wodnej,

e Winsor IV — jednofazowy, izotropowy uklad, w ktérym woda, olej
1 surfaktant tworzg mikroemulsje¢ typu W/O, O/W lub podwojnie ciagla.

Klasyfikacja ta ma charakter wzgledny. W praktyce uktad typu I moze by¢ uznany
za uktad typu IV w réwnowadze z nadmiarem fazy olejowej, a uktad typu II — za
uktad typu IV w réwnowadze z nadmiarem fazy wodnej. Z kolei uktad typu Il moze
by¢ traktowany jako uktad typu IV z nadmiarem obu faz.

‘Winsor [ Winsor IT Winsor IIT Winsor IV

Rysunek 4. Rodzaje emulsji w oparciu o klasyfikacje Winsora.
Figure 4. Types of emulsions according to the Winsor classification.

2.3. METODY OTRZYMYWANIA EMULSJI

Metody otrzymywania emulsji mozna podzieli¢ na dwie glowne kategorie:
metody niskoenergetyczne [17, 22-24] oraz metody wysokoenergetyczne [17, 22,
25-30].

Metody wysokoenergetyczne polegaja na zastosowaniu urzgdzen
mechanicznych, zwanych homogenizatorami, ktére generuja intensywne sily
Scinajace oraz rozrywajace. Umozliwiajg one rozproszenie jednej fazy w drugiej
i rozbicie wigkszych kropli na mniejsze. Skutecznos¢ tych metod zalezy zaréwno
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od rodzaju zastosowanego urzadzenia, jak 1 wtasciwosci fizykochemicznych uktadu
emulsyjnego.

Metody niskoenergetyczne nie wymagaja dostarczenia znacznej ilosci
energii mechanicznej do uktadu. Emulgacja zachodzi w nich na skutek zmiany
warunkow termodynamicznych lub sktadu, co prowadzi do obnizenia napigcia
migdzyfazowego [31-35]. Do gléwnych metod zalicza si¢:

o Inwersje faz [17] — w tym lagodna, zazwyczaj odwracalng inwersj¢ (ang.
transitional inversion), wywotang przez zmian¢ czynnikow wplywajacych
na warto$¢ HLB, takich jak temperatura czy stezenie elektrolitow (metoda
PIT [17, 22, 33, 36, 37]), oraz gwaltowna, czesto nieodwracalng inwersje
(ang. catastrophic inversion), ktéra zachodzi na skutek zwickszania udziatu
objetosciowego fazy rozproszonej (metoda EIP [17, 22, 31, 38—41]).

e Spontaniczna emulgacja (SE) — polega na samorzutnym tworzeniu
drobnych kropli jednej fazy w drugiej bez konieczno$ci dostarczania
duzej ilo$ci energii mechanicznej [22]. Moze przebiegac na kilka sposobow
[17, 42]:

o stopniowe dodawanie oleju do mieszaniny wody i surfaktantu przy
cigglym mieszaniu (emulsje O/W),

o stopniowe dodawanie wody do mieszaniny surfaktantu
rozpuszczonego w oleju przy ciggtym mieszaniu (emulsje W/O),

o jednoczesne wymieszanie wszystkich sktadnikoéw w odpowiednich
proporcjach i pozostawienie na pewien czas w celu osiggnigcia
roéwnowagi.

Efektywno$¢ procesu emulgowania zalezy od tego, w ktorej fazie poczatkowo
umieszczono surfaktant — wodnej czy olejowej — poniewaz moze to wplywaé na
szybkos¢ jego migracji, a w konsekwencji na zachowanie fazowe uktadu. Metoda ta
jest wykorzystywana przede wszystkim do otrzymywania mikroemulsji [4].

2.4. OKRESLANIE RODZAJU EMULSJI

Rodzaj emulsji — typu W/O lub O/W — mozna okresli¢ przy uzyciu prostych
metod makroskopowych [4]. Zestawienie najczgéciej stosowanych metod
przedstawiono w Tabeli 2.

W sytuacji, gdy konieczna jest doktadniejsza charakterystyka rodzaju
emulsji, stosuje si¢ techniki mikroskopowe [4] oraz metody optyczne, takie jak
pomiar natezenia §wiatla wstecznie rozproszonego (ang. backscattered light) [43].

Jesli fazy ukladu roznia si¢ wspotczynnikiem zalamania $wiatla, analiza
mikroskopowa umozliwia okreslenie fazy ciagtej, ktora stanowi substancja
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o wspotczynniku zatamania $wiatta najbardziej zblizonym do wspotczynnika
zatamania §wiatta badanej emulsji.

Tabela 2. Makroskopowe metody identyfikacji typu emulsji (O/W i W/O).
Table 2. Macroscopic methods for identifying emulsion type (O/W and W/O).

metoda Oo/wW Ww/0
proba rozcienczania tatwo miesza si¢ z woda tatwo miesza si¢ z olejem
omiar brzewodnictwa przewodnictwo zblizone do niskie, czgsto pomijalnie mate
ZEeW W
P p roztworéw wodnych przewodnictwo
barwniki selek . barwniki rozpuszczalne w barwniki rozpuszczalne w oleju
: wodzie barwig faze ciagla barwig faze ciagla
test bibulo rozlegty, wilgotny $lad zwarta, oleista plama
u
WY (wyrazna dyfuzja) (ograniczona dyfuzja)
HLB wysokie niskie

Pomiar natezenia $wiatta wstecznie rozproszonego pozwala na okre$lenie
rodzaju emulsji poprzez analiz¢ jej stabilno$ci oraz rozmiaru kropel. Monitorowanie
zmian tego parametru w czasie umozliwia §ledzenie proceséw destabilizacji, takich
jak $mietankowanie. Zjawisko to objawia si¢ spadkiem intensywnosci sygnatu
w dolnej cz¢éci probki (klarowanie) oraz wzrostem intensywnosci w gornej czegsci
(metnienie zwigzane z akumulacjg fazy rozproszonej). Wskazniki stabilnosci
wyznaczane na podstawie pomiardw rozpraszania $wiatla odzwierciedlaja kinetyke
procesow destabilizujacych emulsje.

2.5. TRWALOSC EMULSJI

Mechanizmy wywolujace termodynamiczng niestabilno§¢ emulsji obejmuja
kilka procesow, zilustrowanych na Rysunku 5. Koalescencja to zjawisko taczenia si¢
dwoch lub wigkszej liczby kropli emulsji w jedna wigksza kroplg, co ostatecznie
prowadzi do nieodwracalnego rozdzialu faz. Do procesé6w nieodwracalnych zalicza
si¢ rowniez dojrzewanie ostwaldowskie [9, 44], ktore polega na wzroscie wickszych
kropli kosztem mniejszych na skutek dyfuzji czasteczek fazy rozproszonej przez faze
ciagla. Flokulacja ma charakter odwracalny i wiaze si¢ z tworzeniem agregatow
kropli fazy rozproszonej bez naruszania stabilizujgcych je warstw. Wsrdd procesow
odwracalnych wyrdznia si¢ takze sedymentacje oraz Smietankowanie. Sedymentacja
to opadanie kropli fazy rozproszonej (o wigkszej gestosci) pod wplywem sily
grawitacji i najczesciej dotyczy emulsji typu W/O. Przeciwienstwem tego zjawiska
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jest Smietankowanie [45], w ktérym krople fazy o mniejszej ggstosci przemieszczaja
si¢ ku gorze uktadu, co jest charakterystyczne dla emulsji typu O/W.

sedymentacja

dojrzewanie ostwaldowskie

@° °g°
o @,
e
@’q.

Rysunek 5. Schematyczne przedstawienie procesow destabilizujacych emulsjg.
Figure 5. Schematic illustration of emulsion destabilization processes.

Inwersja emulsji  stanowi przypadek szczegdlny — w zalezno$ci
od warunkéw proces ten moze mie¢ charakter odwracalny lub nieodwracalny.
Emulsje mozna takze zniszczy¢, dzialajac na nig silnym polem
elektrycznym, statym lub zmiennym [46]. Pod jego wplywem krople ulegajg
deformacji, a odpychanie wynikajace z obecnosci warstwy surfaktantu zostaje
ostabione. W  konsekwencji dochodzi do koalescencji, ktéra ostatecznie
prowadzi do rozdzielenia emulsji na odrebne fazy [47].
Dodatkowo, do czynnikow wptywajacych na stabilno$¢ emulsji zalicza si¢
[4, 48]:
o lepkos¢ fazy ciaglej — szczegdlne znaczenie majg tutaj fazy
cieklokrystaliczne, ktére wspomagaja stabilizacj¢ emulsji,
o rozktad wielkosci kropel — podobna wielkos¢ wszystkich kropli sprzyja
stabilnos$ci emulsji,
e stosunck objetosci wspolistniejacych faz,
e temperature — emulgatory wykazuja najwyzsza aktywno$¢ powierzchniowa
w temperaturze odpowiadajacej ich minimalnej rozpuszczalno$ci w danym
rozpuszczalniku.
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3. AGREGATY SURFAKTANTOW
3.1. DOBOR EMULGATOROW I ROZPUSZCZALNIKOW

Otrzymanie mikroemulsji wymaga spetnienia kilku kluczowych warunkow,
takich jak rownomierny podzial surfaktantu pomigdzy fazg¢ wodng i olejowa, jego
odpowiednio zbalansowane powinowactwo do obu faz oraz wysoka elastycznos¢
warstwy miedzyfazowej. Elastyczno$¢ ta zapobiega powstawaniu uporzadkowanych
struktur ciektokrystalicznych i sprzyja tworzeniu stabilnych emulsji.

Struktura surfaktantu, w szczegoélnosci budowa jego hydrofobowej oraz
hydrofilowej czgsci, wplywa bezposrednio na typ tworzonego uktadu oraz jego
stabilnos¢ (Tabela 3.) [1, 4]. Idealny emulgator powinien taczy¢ wysoka
hydrofilowos¢ glowy z silnym charakterem hydrofobowym ogona, co minimalizuje
straty do faz objgtosciowych i sprzyja jego lokalizacji na granicy faz. Zwigkszanie
obu tych wilasciwosci jest jednak ograniczone przez jednoczesny spadek
rozpuszczalnos$ci oraz szybkosci dyfuzji wigkszych czasteczek.

Tabela 3. Wplyw budowy surfaktantu na wtasciwosci uktadu [1, 4].

Table 3. Influence of surfactant structure on system properties [1, 4].

wplyw budowy cze$ci hydrofobowej

wplyw budowy czesci hydrofilowej

struktura czesci konsekwencje struktura czesci konsekwencje
hydrofobowej dla ukladu hydrofilowej dla ukladu
iark ie dhugi, S ..
um'1a'r owam'e &l stabilizacja emulsji
liniowy tancuch - -
. o/wW
alkilowy
wzrost tendencji

dwa fanicuchy alkilowe

rozbudowana cze$¢
hydrofobowa (duza
objetosc)

silnie rozgaleziony
fancuch alkilowy

wydtuzanie tancucha
alkilowego

nadmierna
hydrofobowos¢

do tworzenia faz
lamelamnych i struktur
odwroconych

sprzyjanie powstawaniu
mikroemulsji
podwdjnie
ciaglych

stabilizacja emulsji
W/O, bariera steryczna

wzrost
rozpuszczalnosci
w fazie olejowej

straty surfaktantu
do fazy olejowe;j

dhugi, silnie uwodniony
fancuch OE

zwigkszanie czgéci
hydrofilowe;j

nadmierna
hydrofilowos¢

stabilizacja emulsji

O/W, bariera steryczna

wzrost
rozpuszczalnosci
w fazie wodnej

straty surfaktantu
do fazy wodnej
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Doboér odpowiedniego rozpuszczalnika (fazy olejowej) opiera si¢
na dopasowaniu jego wlasciwosci do charakteru zastosowanego emulgatora.
W podejsciu  klasycznym wykorzystuje si¢ koncepcjc HLB, polegajaca
na dopasowaniu wartosci HLB surfaktantu lub ich mieszaniny do wymaganej
warto§ci HLB dla danej fazy olejowej. W przypadku mikroemulsji optymalne
zakresy HLB czgsto r6znia si¢ od tych typowych dla emulsji [49]. W uktadach typu
W/O stabilizowanych niejonowymi surfaktantami, bez udziatu kosurfaktantow oraz
cieczy jonowych, najczesciej stosuje si¢ mieszaniny surfaktantow typu Tween/Span
w polaczeniu z niepolarnymi rozpuszczalnikami, takimi jak cykloheksan [50] lub
dekan [18, 51]. Dla wartosci HLB zblizonych do ok. 12 obserwuje si¢ zmniejszanie
obszaru wystepowania mikroemulsji, co zwigzane jest z konkurencyjnym
tworzeniem faz cieklokrystalicznych [49]. Z tego wzgledu szczegdlnie interesujace
sg uklady umozliwiajagce efektywng solubilizacj¢ przy relatywnie niskich
warto$ciach HLB [18].

Bardziej zaawansowane metody doboru rozpuszczalnikow i emulgatorow
bazujg na parametrach rozpuszczalnosci, takich jak parametr Hildebranda lub HSP
[52].

Po przeprowadzeniu wstepnej selekcji nalezy uwzgledni¢ czynniki
praktyczne, takie jak toksycznos$¢, lotno$¢ czy biokompatybilno$¢, w zaleznosci
od docelowego zastosowania uktadu emulsyjnego.

3.2. PARAMETR KRYTYCZNEGO UPAKOWANIA (CPP)

Teoria struktury miceli zostata opracowana przez Israclachviliego, Mitchella
i Ninhama [53, 54], a nast¢pnie rozwinigta przez Mitchella i Ninhama [55]. Pozwala
ona przewidywac najbardziej prawdopodobne struktury samoorganizacji czasteczek
surfaktantéw na podstawie analizy geometrycznej, zilustrowanej na Rysunku 6.

Zgodnie z tg koncepcja zalezno$¢ miedzy objetoscia hydrofobowego
lancucha Vy, jego maksymalng efektywna dtugoscia /. oraz optymalng powierzchnia
migdzyfazowa przypadajaca na hydrofilowa glowe ap opisuje tzw. krytyczny
parametr upakowania:

vV
Cpp=_"H )
- o 2)
Wedhug Tanforda [56] objetos¢ hydrofobowego tancucha mozna oszacowac
na podstawie zalezno$ci:

V=(274+269 n)As (3)

gdzie n oznacza liczbe atomoéw wegla w tancuchu. Dla tancucha w petni nasyconego
spetniona jest zaleznos$¢:
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lp < Lpar = (1,54 + 1,256 - n) A )

przy czym ln.x odpowiada dlugosci w petni rozciagnigtego tancucha.

oddzialywania

hydrofobowe oddziatywania

hydrofilowe

powierzchnia, as

objetose, Vu

Rysunek 6. Parametr CPP. Schematyczne przedstawienie analizy geometrycznej umozliwiajacej
przewidywanie preferowanych ksztattow agregatow [1].

Figure 6. CPP parameter. Schematic representation of a geometric analysis enabling prediction of preferred
aggregate shapes [1].

W zaleznosci od wartosci parametru CPP mozna wyr6zni¢ nastepujace typy
struktur (Rysunek 7) [9]:
e CPP <1/3 —micele sferyczne,
e 1/3 <CPP £ 1/2 — micele niesferyczne,
e 2/3<CPP <1 —pecherzyki (liposomy), fazy szescienne,
e CPP =1 — struktury lamelarne,
e CPP> 1 - fazy odwrdcone.
Surfaktanty o niskich wartosciach CPP (<1) sprzyjaja tworzeniu emulsji typu O/W,
natomiast dla wysokich wartosci CPP (>1) preferowane sg emulsje typu W/O. Nalezy
jednak podkresli¢, ze przedstawione na Rysunku 7 struktury majg charakter
graniczny — czasteczki mogg przyjmowac konfiguracje odpowiadajgce strukturom
polozonym po prawej stronie wartosci krytycznej (na skutek chwilowego skrocenia
efektywnej dlugosci tancucha), natomiast nie moga tworzy¢ struktur
odpowiadajacych warto$ciom nizszym. Dla danej wartosci CPP mozliwe jest
formowanie réznych faz o zblizonej energii swobodnej, przy czym entropowo
korzystniejsze sg agregaty zlozone z mniejszej liczby czasteczek.
Model CPP ma jednak swoje ograniczenia [1]. Nie uwzglednia on m.in.
oddzialywan migdzy grupami hydrofilowymi, ktére mogg istotnie wptywaé
na strukture agregatow — silne odpychanie sprzyja formowaniu struktur o mniejszym
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CPP, natomiast oddziatywania przyciggajace przesuwajg réwnowage w strone
wigkszych warto$ci tego parametru. Istotne s3 réwniez oddziatywania migdzy
agregatami, szczegodlnie przy wysokich stgzeniach, ktéore moga powodowac
przesuniecie rownowagi w kierunku struktur o wigkszym CPP.

Pomimo tych ograniczen koncepcja CPP pozostaje uzytecznym narzedziem
do przewidywania i opisu struktur powstajagcych w wyniku samoorganizacji
surfaktantow.

t t t t >
/ 2
113 12 1 N 5 4 CPP
& & & >
A ) &
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Rysunek 7. Wartosci parametru CPP wraz z odpowiadajacymi im geometrycznymi reprezentacjami czasteczek
surfaktantu oraz tworzonych przez nie struktur.

Figure 7. CPP parameter values together with corresponding geometric representations of surfactant molecules
and the structures formed by them.

3.3.ZACHOWANIE FAZOWE

Uktady amfifilowe mozna podzieli¢ na jednofazowe oraz wielofazowe [1].
Do pierwszej grupy zalicza si¢ fazy stale, cieklokrystaliczne oraz roztwory
izotropowe. Fazy state charakteryzuja si¢ uporzadkowaniem zaréwno bliskiego, jak
i dalekiego zasiegu, ktorego stopien zalezy od ich struktury krystalicznej. Fazy
cieklokrystaliczne (mezofazy) wykazuja uporzadkowanie dalekiego zasiggu przy
jednoczesnym zachowaniu czgsciowego nieuporzadkowania lokalnego, natomiast
roztwory izotropowe pozostaja calkowicie nieuporzadkowane.

Dla uktadéw jednofazowych charakterystyczny jest mechanizm solubilizacji
[4], polegajacy na wiaczeniu czasteczek substancji rozpuszczonej do struktur
micelarnych, co prowadzi do powstania jednorodnego i termodynamicznie stabilnego
uktadu. Z kolei proces emulgowania polega na rozproszeniu jednej fazy w drugie;j,
w wyniku czego powstaja uklady wielofazowe, ktore wykazuja jedynie stabilnosé
kinetyczng i z czasem ulegaja rozdzialowi na odrebne fazy.
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Wraz ze wzrostem st¢zenia surfaktantu w roztworze wodnym obserwuje si¢
przejscie  od  czasteczek  zdyspergowanych  (unimeréw) do  struktur
samoorganizujacych si¢. Proces ten rozpoczyna si¢ po osiagnigciu CMC, przy
ktorym powstaja micele, najczesciej o ksztalcie sferycznym, pozostajace
w dynamiczne] rownowadze z czasteczkami surfaktantu zaadsorbowanymi
na granicy faz. W tym punkcie obserwuje si¢ charakterystyczne zatamanie krzywych
przedstawiajacych zalezno$¢ od stezenia wielu wiasciwosci fizycznych opisujacych
zachowanie uktadow micelarnych [4]. Dalszy wzrost stezenia moze prowadzi¢ —
w zalezno$ci od wilasciwosci surfaktantu — do trzech scenariuszy [1]: (i) braku
istotnych zmian strukturalnych w przypadku dobrej rozpuszczalnosci, (ii) wzrostu
1 wydluzania miceli, czemu towarzyszy wzrost lepkosci oraz duze rozpraszanie
Swiatla, zwigzane z fluktuacjami krytycznymi, (iii) rozdzialu fazowego
wynikajgcego z ograniczonej rozpuszczalnosci surfaktantu. Po przekroczeniu tzw.
drugiego CMC? uktad moze przechodzi¢ w bardziej uporzadkowane struktury [1],
co umozliwia minimalizacj¢ niekorzystnych oddzialywan wynikajacych
z wysokiego zageszczenia czasteczek. Najczgsciej obserwuje si¢ powstawanie faz
cieklokrystalicznych, ktérych rodzaje przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Rodzaje faz cieklokrystalicznych tworzacych si¢ w nasyconych roztworach micelarnych [1].
Table 4. Types of liquid crystalline phases formed in saturated micellar solutions [1].

faza cieklokrystaliczna struktura
faza micelarna kubiczna regulamie upakowane sferycz,n,e W
micele, bardzo wysoka lepko$¢
heksagonalnie upakowane
faza heksagonalna cylindryczne micele, duza
lepkos¢

naprzemiennie ulozone
dwuwarstwy surfaktantu
faza lamelarna . .

i warstwy wody, zwigkszona

lepko$¢

trojwymiarowa sie¢ tworzona

f dwaojnie ciagta kubi
aza podwojmie c1a8fa kublczna przez agregaty surfaktantow

struktury o odwréconym uktadzie faz, na podstawie schematu

fazy odwrocone Fontella [57]

3 drugie CMC - stezenie, przy ktérym micele zaczynaja silnie ze sobg oddziatywaé, co prowadzi do zmian ich
ksztattu i rozmiaru oraz do ich taczenia si¢ w wigksze agregaty
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Struktury powstajace w wyniku samoorganizacji surfaktantow mozna podzieli¢
na [1]:

e agregaty ograniczone (dyskretne) — takie jak micele normalne i odwrocone,
mikroemulsje typu micelarnego oraz niektore micelarne fazy kubiczne
normalne 1 odwrocone,

e agregaty nieograniczone (ciggle) — obejmujace fazy heksagonalne (1D),
lamelarne (2D) oraz kubiczne podwdjnie ciggle (3D).

Najwazniejsze z tych struktur przedstawiono na Rysunku 8.

dyskretne ciagle

O0s

= O3
v %?"
U

Rysunek 8. Struktury powstajace w wyniku samoorganizacji surfaktantow: (a) micele sferyczne, (b) micele
odwrocone, (c) pecherzyki (liposomy), (d) micele cylindryczne, (e) dwuwarstwy surfaktantow (lamele),
(f) struktura podwdjnie ciagla [1].

Figure 8. Structures formed via surfactant self-assembly: (a) spherical micelles, (b) reverse micelles,
(c) vesicles, (d) cylindrical micelles, (e) surfactant bilayers (lamellae), (f) bicontinuous structure [1].
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Rysunek 9. Schematyczne przedstawienie mikrostruktury uktadéw niejonowych w zaleznosci od ich sktadu
oraz temperatury [1, 58].
Figure 9. Schematic representation of the microstructure of nonionic systems as a function of their composition
and temperature [1, 58].

Ewolucja mikrostruktury uktadéw niejonowych wzdhuz tzw. kanatu
mikroemulsji, rozciagajacego si¢ od lewego dolnego do prawego gdérnego rogu
diagramu przedstawionego na Rysunku 9 [58], obejmuje kolejno: wzrost
1 wydtuzanie kropli, ich laczenie, powstawanie struktury podwojnie ciaglej, inwersje
faz oraz ponowng dezintegracje¢ do mniejszych agregatoéw. Na szczegdlng uwage
zashuguje bliskie sgsiedztwo struktur podwdjnie ciaglych i fazy lamelarne;.
W okreslonej temperaturze dla danego surfaktantu moze wystepowac jedynie czes$é
z wymienionych faz.

Obszary wystgpowania poszczeg6élnych faz oraz stany rownowagi miedzy
nimi przedstawia si¢ na diagramach fazowych. Na Rysunku 10 przedstawiono
uproszczony diagram trdjsktadnikowy oraz charakterystyczne zachowanie fazowe
uktadow stabilizowanych surfaktantami niejonowymi w zaleznoéci od stopnia
powinowactwa czasteczek amfifilowych do wody.
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Rysunek 10. Uproszczony trojsktadnikowy diagram fazowy przedstawiajacy liczbe faz (®) w poszczegdlnych
obszarach. L; — normalna faza micelarna, L, — odwrocona faza micelarna; faza mikroemulsji wystepuje
w sgsiedztwie obszaru trojfazowego (3®) [4]. Na mniejszym schemacie przedstawiono charakterystyczne
zachowanie uktadow niejonowych surfaktantow w zaleznosci od ich charakteru: po lewej stronie surfaktant
o charakterze bardziej hydrofilowym (Winsor I), po prawej — lipofilowym (Winsor II), natomiast srodkowy
diagram odpowiada uktadowi zrownowazonemu (Winsor III) [1].

Figure 10. Simplified ternary phase diagram showing the number of phases (®) in individual regions. L, —
normal micellar phase, L, — reverse micellar phase; the microemulsion phase occurs in the vicinity of the three-
phase region (3®) [4]. The smaller diagram illustrates the characteristic behavior of nonionic surfactant systems
depending on their nature: on the left, a more hydrophilic surfactant (Winsor I), on the right, a more lipophilic
surfactant (Winsor II), while the central diagram corresponds to a balanced system (Winsor III) [1].

Wyznaczanie diagraméw fazowych obejmuje zaréwno etap jakoSciowy
(identyfikacja powstajacych faz), jak i ilo§ciowy (okreslenie granic ich stabilno$ci
na podstawie analizy uktadow o réznych sktadach). W uktadach wielofazowych
rozdziatl faz moze by¢ prowadzony metodg wirowania, jednak bywa to utrudnione
ze wzgledu na wysokg lepko$¢ oraz niewielkie réznice gestosci miedzy fazami [1].
Alternatywnie stosuje si¢ techniki strukturalne, takie jak SAXS [59]
czy spektroskopia w podczerwieni (analiza zmian konformacyjnych) [60].

3.4. MICELE ODWROCONE

Micele odwrocone tworza dynamiczne agregaty, w ktorych czasteczki
surfaktantu moga z duza szybko$cia wymieniaé si¢ z rozpuszczalnikiem; czas
przebywania pojedynczej czasteczki surfaktantu na powierzchni miceli wynosi ok.
107 s [61]. Pomimo wysokiej ruchliwo$ci czasteczek, granica faz miceli jest bardzo
dobrze zdefiniowana i nieprzepuszczalna dla otaczajacych je rozpuszczalnikow
organicznych [62].
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Wiasciwosci strukturalne miceli w duzej mierze zaleza od stosunku
molowego lub objetosciowego fazy polarnej do surfaktantu, ktory —w przypadku gdy
faza polarng jest woda — okre§la si¢ mianem stopnia uwodnienia miceli,
definiowanym jako stosunek molowy wody do surfaktantu w mieszaninie (W) =
Nwoda/Msurfaktant) [63]. Standardowe rozmiary miceli odwroconych mieszcza si¢
w zakresie od 5 do 100 A [63]. Promien sferycznego agregatu mozna wyznaczy¢é
m.in. na podstawie pomiaré6w rozpraszania $wiatla lub badan samodyfuzji miceli [1].
Uktady miceli odwroconych czesto nazywa si¢ mikroemulsjami typu W/O,
jednak granica migdzy tymi pojeciami jest ptynna [63]. Oba uktady skladaja si¢
z dwoch niemieszajacych sie cieczy oraz surfaktantu tworzacego warstwe
migdzyfazows, sa termodynamicznie stabilne i izotropowe. Kluczowa rdznica
dotyczy charakteru wody wewnatrz rdzenia: w mikroemulsjach wystepuje woda o
wlasciwosciach zblizonych do wody "wolnej" (bulk), natomiast w micelach
odwréconych woda "wolna" moze by¢ niemal nieobecna ("suche" micele) lub silnie
zwigzana z grupami polarnymi surfaktantu ("spgczniate" micele). Wraz ze
wzrostem stopnia uwodnienia rdzen miceli powigksza si¢, a jego wlasciwosci stajg
si¢ bardziej zblizone do wody "wolnej".

Struktura wodnego rdzenia miceli, okre§lanego jako water pool (termin
zaproponowany przez Mengera [64, 65] w 1973 r.), opisywana jest jako uktad
warstwowy. Klasyczny model wyréznia dwa sktadniki [66]: powierzchniowy, czyli
wod¢ "zwigzang", zlokalizowang przy granicy faz, oraz rdzeniowy, czyli wod¢
"wolng". Bardziej zaawansowane modele wskazujag na istnienie trzech typow
czasteczek wody [63]: "uwiezionych" w bezposrednim sgsiedztwie glowek
surfaktantu, gdzie nie wystepuja wigzania wodorowe migdzy czasteczkami wody,
"zwigzanych" poprzez wigzania wodorowe zaré6wno z glowkami surfaktantu, jak
1 z innymi czasteczkami wody, oraz "wolnych", o strukturze zblizonej — cho¢
nieidentycznej — do wody w stanie cieklym. Liczba tych warstw jest bezposrednio
zalezna od sily oddziatywan na granicy faz oraz odwrotnie proporcjonalna
do rozmiaru miceli i stopnia hydratacji. Schematyczna struktura wodnego rdzenia
miceli odwroconej zostala przedstawiona na Rysunku 11.
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Rysunek 11. Schemat ilustrujacy zalezno$¢ migdzy ogodlna strukturg odwroconych miceli a wielowarstwowa
organizacja wody w ich wnetrzu [63].

Figure 11. Schematic illustrating the relationship between the overall structure of inverted micelles and the
multilayer organization of water within their interior [63].

Micele odwrécone, ze wzgledu na elektrycznie obojgtng warstwe
zewnetrzng, nie wykazuja odpychania kulombowskiego, co umozliwia czgste
zderzenia migdzy nimi [61]. Wymiana zawarto$ci zachodzi poprzez mechanizm
zderzenie-fuzja-rozszczepienie [67]: w wyniku zderzenia dwoch miceli powstaje
dimer z jednym wspolnym jadrem wodnym, ktory nastepnie ulega rozszczepieniu
na dwa nowe agregaty z ponownie rozdzielona zawartosciag [68]. W micelach
odwréconych tworzonych przez jonowe surfaktanty obserwuje si¢ zjawisko
perkolacji elektrycznej, objawiajacej si¢ gwaltownym wzrostem przewodnictwa
(nawet 1000-krotnym), zwigzane z tworzeniem klastréw kropelek oraz migracja
tadunkow wewnatrz agregatéw [69—71].

Wiasdciwosei 1 strukture miceli odwroconych mozna badaé na pomocy
licznych metod do$wiadczalnych. Najczesciej stosowane techniki obejmujag NMR
[1, 51], TEM [51, 72], pomiary lepkosci [51, 60], DLS [18, 51], a takze SANS [73]
i SAXS [59]. Do pelnego, jednoznacznego opisu badanego uktadu zazwyczaj
konieczne jest zastosowanie kilku metod komplementarnych. Cho¢ badania
te wskazuja na podobienstwa migdzy uktadami jonowymi i niejonowymi [74], wcigz
brakuje kompleksowych analiz dynamiki wody w niejonowych micelach
odwréconych w zalezno$ci od ich rozmiaru oraz temperatury [75].
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3.5. METODY BADAN MIKROSTRUKTURY

3.5.1. POMIAR LEPKOSCI

Lepko$¢ ukladow stabilizowanych przez surfaktanty stanowi istotny
parametr wykorzystywany do charakterystyki struktury powstajgcych agregatow.
Lepkos¢ jest czesto charakterystyczna dla okreslonej fazy [1], co moze stanowié
pomocng wskazoéwke przy interpretacji wykresu fazowego. Jednoczesnie lepkosé faz
moze zmienia¢ si¢ w szerokim zakresie w zaleznosci od skfadu i zastosowanego
surfaktantu, dlatego konieczne jest stosowanie dodatkowych eksperymentow
potwierdzajacych obecno$¢ danej fazy.

W uktadach micelarnych o duzym nadmiarze fazy ciaglej lepkos$¢ jest
zblizona do lepko$ci rozpuszczalnika, a uklady te wykazuja zachowanie cieczy
newtonowskich. Przej$cie do faz cieklokrystalicznych powoduje wyrazny wzrost
lepkosci. Fazy kubiczne charakteryzuja si¢ bardzo wysoka lepko$cig oraz znaczng
sztywnoscia, a ich przejrzysty, zelowy wyglad umozliwia stosunkowo prosta
identyfikacje. Fazy heksagonalne, cho¢ mniej lepkie niz kubiczne, rowniez wykazuja
wysokie wartosci lepko$ci, znacznie przewyzszajgce te obserwowane dla faz
lamelarnych.

W  Tabeli 5 =zestawiono charakterystyczne zakresy lepkosci dla
poszczegdlnych faz [6].

Tabela 5. Charakterystyczne zakresy lepkosci uktadoéw surfaktantowych w zaleznosci od rodzaju fazy [6].
Table 5. Characteristic viscosity ranges of surfactant systems depending on the type of phase [6].

rodzaj fazy lepkosé [mPa s]
roztwor micelarny (micele sferyczne) 0—1,000 (ciecz newtonowska)
faza heksagonalna (micele cylindryczne) 1,000 — 100,000 (ciecz reopektyczna/tiksotropowa)
faza lamelarna 1,000 — 50,000 (ciecz tiksotropowa)

3.5.2. MIKROSKOPIA POLARYZACYJNA

Fazy makroskopowo izotropowe, takie jak roztwory micelarne czy kubiczne
ciekle krysztaly, sa optycznie jednorodne i przejrzyste, natomiast anizotropowe fazy
cieklokrystaliczne rozpraszajg Swiatto, przez co wydaja si¢ w r6znym stopniu metne.
Obserwacja probek w $wietle spolaryzowanym, przy uzyciu skrzyzowanych
polaryzatorow, pozwala na ich proste rozrdznienie: fazy izotropowe daja obraz
ciemny, podczas gdy anizotropowe — jasny [l1]. Poszczegélne typy faz
anizotropowych mozna identyfikowa¢ na podstawie charakterystycznych tekstur
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widocznych w mikroskopie polaryzacyjnym [76]. Pozwala to m.in. odrézni¢ fazy
heksagonalne od lamelarnych. Heksagonalne ciekle krysztaly posiadajg strukture
wachlarzowatg i nieregularng, podczas gdy lamelarne ciekte krysztaly przypominaja
krzyze maltanskie lub smugi oleju [4]. Rysunek 12 przedstawia mikrofotografie
anizotropowych liotropowych faz ciektokrystalicznych w uktadach amfifilowych
dwu- oraz trojsktadnikowych.

E

Rysunek 12. Mikrofotografie anizotropowych liotropowych faz cieklokrystalicznych w uktadach
amfifilowych: (a) faza heksagonalna normalna E, (b) faza heksagonalna odwrécona F, (c) mezofaza C
(posrednia migdzy L, a D, tzw. faza "kwadratowa" normalna), (d) mezofaza K (posrednia mi¢dzy D a L,, tzw.
faza "kwadratowa" odwrocona), (e) mezofaza R (posrednia migdzy E a D, faza "prostokatna" normalna), (f')
faza lamelarna D (dwuwarstwowa), (g) faza lamelarna D; (jednowarstwowa), (h) mezofaza B (posrednia mi¢dzy
L, a D, o zaburzonej strukturze warstwowej) [76].

Figure 12. Micrographs of anisotropic lyotropic liquid crystalline phases in amphiphilic systems: (a) normal
hexagonal phase E, (b) inverted hexagonal phase F, (c) mesophase C (intermediate between L, and D, the so-
called normal "square" phase), (d) mesophase K (intermediate between D and L,, the so-called inverted "square"
phase), (¢) mesophase R (intermediate between E and D, normal "rectangular" phase), (f) lamellar phase D
(bilayer), (g) lamellar phase D (monolayer), (h) mesophase B (intermediate between L, and D, with a disordered
layered structure) [76].

3.5.3. DYNAMICZNE ROZPRASZANIE SWIATEA (DLS)

DLS jest technikg pomiarowg oparta na analizie czasowych fluktuacji
intensywnos$ci $wiatla rozproszonego przez czastki znajdujace si¢ w zawiesinie [77].
W momencie, w ktorym wigzka laserowa przechodzi przez badang probke, czastki
rozpraszaja swiatto w réznych kierunkach, a intensywno$¢ tego rozproszenia ulega
charakterystycznym zmianom w czasie.

Fluktuacje intensywnosci analizowane sa za pomocg funkcji autokorelacji,
ktéra pozwala okresli¢ skale czasowa tych zmian. Na tej podstawie wyznaczany jest
wspotczynnik dyfuzji czastek, a nastepnie — w oparciu o rOwnanie Stokesa-Einsteina
— ich promien hydrodynamiczny [78]:
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gdzie R, — promien hydrodynamiczny czgstki, k — stata Boltzmanna, 7 — temperatura

®)

Rh:

bezwzgledna, 1 — lepkos¢ osrodka, D — wspotczynnik dyfuz;i.

Technika DLS znajduje szerokie zastosowanie w charakterystyce uktadéw
koloidalnych, m.in. do okre$lania rozktadu wielkosci kropel w emulsjach [79].
Monitorowanie zmian $redniego rozmiaru czastek w czasie umozliwia réwniez oceng
stabilno$ci uktadu [43].

W przypadku niektérych uktadéow micelarnych wzrost zawarto$ci wody
prowadzi poczatkowo do zmniejszania rozmiaréw agregatdow [80], co wynika
z niedopasowania rzeczywistej krzywizny kropli do krzywizny spontanicznej
warstwy miedzyfazowej. W takiej sytuacji uklad dazy do minimalizacji energii
poprzez redukcje powierzchni miedzyfazowej, co prowadzi do kurczenia si¢ kropli
1 osiggnigcia granicy solubilizacji. Dalsze zwigkszanie zawarto$ci wody moze
prowadzi¢ do konkurujgcych efektow. Z jednej strony, zmiana wlasciwo$ci warstwy
migdzyfazowe] moze umozliwiaé dostosowanie jej krzywizny do warto$ci
preferowanej, co sprzyja reorganizacji mikrostruktury oraz powstawaniu wigkszych
1 bardziej ztozonych agregatow, w tym struktur niesferycznych (typ II rownowagi
fazowej). Z drugiej strony, w przypadku przekroczenia zdolnos$ci solubilizacyjnej
uktadu, nadmiar wody ulega wydzieleniu jako odrebna faza, co prowadzi
do zmg¢tnienia i przejscia w uktad dwufazowy (typ I rownowagi fazowej). Ostateczny
przebieg zmian zalezy od réwnowagi migdzy Kkrzywizng spontaniczng,
elastyczno$cig warstwy miedzyfazowej oraz oddziatywaniem miedzy agregatami.
Rozwazania termodynamiczne dotyczgce tego mechanizmu przedstawiono w pracy
[81].

3.5.4. SPEKTROSKOPIA DIELEKTRYCZNA

Spektroskopia dielektryczna jest metoda badawczg umozliwiajacg analizg
oddziatywania promieniowania elektromagnetycznego z materia w szerokim
zakresie czestotliwosci — od ok. 10 do nawet 10'2 Hz [82]. Podstawy tej metody
zostaty sformutowane przez Debye'a w 1929 r. [83].

Odpowiedz materialu na dziatanie zewngtrznego pola elektrycznego opisuje
zespolona przenikalno$¢ elektryczna e ¥(w) = ¢'(w) — ie"(w), ktora odzwierciedla trzy
glowne mechanizmy [82]: (i) reorientacje dipoli molekularnych, (ii) transport
no$nikéw tadunku (dyfuzja translacyjna elektrondéw, jondéw lub dziur), (iii)
polaryzacje miedzyfazowa Maxwella-Wagnera-Sillarsa [84-86] w  skali
mezoskopowej oraz polaryzacje elektrodowa w skali makroskopowej. Kazdy z tych
proces6w wykazuje specyficzne cechy [82].
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Tabela 6. Rodzaje polaryzacji w materiatach dielektrycznych [82, 87, 88].
Table 6. Types of polarization in dielectric materials [82, 87, 88].

rodzaj polaryzacji

mechanizm

skala czasowa

zakKres czestotliwosci

przesunigcie chmury

10°-10" Hz

elektronowa elektronowej wzgledem 102 zakres §wiatla
jadra widzialnego i nadfioletu
. przesuni(;cif:jon.()w I,Ub wolniejsza od 10'°-10" Hz
atomowa/jonowa deformacja wigzan . .
. elektronowej $wiatto podczerwone
chemicznych
uporzadkowanie
trwatych dipoli lezy od t tu; 10>10" Hz
orientacyjna rwatych dipoli w za ezy‘o emlpe?ra ry :
zewngtrznym polu i lepkosci mikrofale
elektrycznym
gromadzenie fadunku 10°-10° Hz:
MWS na wewngtrznych wolna

granicach faz

fale radiowe

gromadzenie fadunku dosy¢ wolna, zalezna
elektrodowa i jonowa na granicy od geometrii ukfadu <10’ Hz
probka/elektroda pomiarowego
1 . 1 1 )
e | polaryzacja ) 1 1 polaryzacja
| miedzyfazowa |  polaryzacja 1 I elektronowa
| I dipolowa ! . !
@ \ 1 ; : I polaryzacja !
—_ | (orientacyjna) 1
<) | | | atomowa 1
O 1 1 1 1
A 1 | 1 1
o +
El T L) : :
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=t 1 1 1 1
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Rysunek 13. Mechanizmy polaryzacji dielektrycznej w funkcji czgstotliwosci pola elektrycznego [89].
Figure 13. Dielectric polarization mechanisms as a function of the electric field frequency [89].

Podstawowym mechanizmem odpowiedzi dielektrykdow na dziatanie
zewnetrznego pola elektrycznego jest polaryzacja elektryczna. Polega ona
na przesunig¢ciu tadunkéw elektrycznych w obrebie atoméw, czasteczek lub faz

materialu oraz reorientacji trwalych momentéw dipolowych. Wszystkie rodzaje
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polaryzacji prowadzg do powstania makroskopowego momentu dipolowego [87].
W zalezno$ci od natury tych proceséw wyrdznia si¢ kilka rodzajow polaryzacji
zestawionych w Tabeli 6. Zakresy czestotliwosci odpowiadajace poszczegdlnym
mechanizmom polaryzacji przedstawiono schematycznie na Rysunku 13.

W uktadach mikroemulsji obserwuje si¢ szereg procesow relaksacyjnych,
ktorych charakter zalezy od ich struktury oraz dynamiki (Tabela 7). Badania te, cho¢
rzadziej wykonywane, pozwalaja na wyciggniecie waznych wnioskow na temat
rodzaju tworzacych sie struktur. Relaksacje w zakresie niskich czgstotliwosci (kHz—
MHz) przypisywane sg zwykle polaryzacji migdzyfazowej. W zakresie posrednim
(MHz—GHz) dominuja zjawiska wynikajace z obecnosci wody "zwigzanej" oraz
ruchéw grup polarnych surfaktantdw, natomiast przy wysokich czgstotliwo$ciach
(ok. 20 GHz) widoczna jest charakterystyczna relaksacja wody "wolnej".

Tabela 7. Procesy relaksacyjne w wybranych uktadach — dane literaturowe.
Table 7. Relaxation processes in selected systems — literature data.

uklad zakres czestotliwosSci przypisany proces
100 MHz MWS
TX-100/ci
‘ 00/ciecz | GHz i
jonowa/cykloheksan [90]
10 GHz -
Igepal/woda/cykloheksan [91] <10 GHz woda "zwigzana"
1 MHz (LF) woda "zwigzana"
. . ruch grupy glowy wzgledem
mikroemulsje W/O
. 60 MHz (HF) hydrofobowego ogona
stabilizowane AOT [69] .
(polaryzacja surfaktantu)
20 GHz (MW) woda "wolna"
0,1 MHz MWS
terialy wilootne (2 .
materialy wilgotne (Zywnos$¢) 100 MHz woda "zwigzana"
[92]
20 GHz woda "wolna"
TX-100/toluen/woda [70] 700 kHz—25 MHz MWS

Wraz ze wzrostem temperatury lub zawartosci wody w ukladach
mikroemulsji moze wystapi¢ zjawisko perkolacji dielektrycznej, objawiajgce si¢
gwaltownym wzrostem przewodnictwa i przenikalnosci dielektrycznej [69].
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Zjawisko to opisuje si¢ za pomocg dwdoch modeli: statycznego oraz dynamicznego
[71].

W modelu statycznym perkolacja polega na tworzeniu cigglych struktur
(kanatow) fazy wodnej i olejowej. Dzieje si¢ tak jesli utamek objetosciowy wody jest
wigkszy od pewnej wartosci krytycznej ¢. W poblizu progu perkolacji
przewodnictwo mierzone dla niskich czgstotliwosci podlega uniwersalnym prawom
skalowania [71]:

o= (pc—P) ¢ < ¢ (6)
o= (¢ - ¢C)H'¢ > ¢c (7)
gdzie warto$ci wyktadnikow krytycznych wynosza odpowiednio s =0,7 i g =1,9.

W modelu dynamicznym zaktada si¢, Ze przewodnictwo wynika
z przejsciowego tworzenia klastrow oraz wymiany tadunku miedzy micelami, bez
koniecznos$ci powstawania cigglej sieci. W tym przypadku suma wyktadnikéw
krytycznych wynosi ¢ (=1,9) + 5 (=1,2) = 3,10 [71].

3.5.5. NIELINIOWY EFEKT DIELEKTRYCZNY (NDE)

Jeszcze rzadziej niz konwencjonalne badania dielektryczne w emulsjach
wykonywane sg pomiary nieliniowego efektu dielektrycznego. Metoda ta okazuje si¢
niezwykle czula na mikroniejednorodno$¢ i dostarcza informacji czgsto trudnych
do uzyskania innymi technikami badawczymi.

Nieliniowy efekt dielektryczny opisuje zmiang przenikalnosci elektrycznej
materiatu pod wptywem silnego pola elektrycznego. Jego miarg jest inkrement NDE
[93]:

Aenpe = €g — €E50 ®)
gdzie e — przenikalnos¢ dielektryczna badanego uktadu zmierzona w obecnosci
silnego pola elektrycznego o nat¢zeniu E, eg.o — przenikalno$¢ dielektryczna
badanego ukladu zmierzona w obecnosci stabego pola elektrycznego (E—0).
Warto$¢ tej wielko$ci moze by¢ ujemna lub dodatnia (anomalny inkrement NDE),
w zaleznosci od charakteru oddziatywan miedzyczasteczkowych. W prostych
cieczach dipolowych inkrement NDE powinien by¢ ujemny i proporcjonalny
do kwadratu nat¢zenia pola elektrycznego [93]. Pojawienie si¢ dodatniego
inkrementu NDE moze wynika¢ z roznych mechanizmoéw, ktérych wspdlng cechg
jest zwickszenie si¢ momentu dipolowego (czasteczek, kompleksow,
makroskopowych struktur) pod wplywem silnego pola elektrycznego. Zwykle
rozwazanych jest kilka mechanizméw:

e zmiany rownowagi asocjacyjnej (przejScie struktur cyklicznych
w lancuchowe) [94],
e zmiany konformacyjne czasteczek [95],
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e zjawiska krytyczne w cieczach i mieszaninach cieczy [96],
e przejscia fazowe typu izotropowego-mezofazowego w ciektych krysztatach
[97].
W prostych cieczach dipolowych NDE ma warto$¢ ujemna, rzedu 10-13-
10-19 [98]. Dla wody efekt tez jest ujemny i wynosi okoto 10°15 m?/V? [99], natomiast
dla weglowodorow jest dodatni i osigga warto$ci rzedu 102 m?/V?2 [100].

W uktadach micelarnych tworzonych przez surfaktanty jonowe, takich jak
mieszanina AOT/izooktan/woda, obserwuje si¢ bardzo duze efekty, siggajace nawet
5-10"'* m?/V? [101]. Zaproponowany mechanizm zaklada migracje kationéw sodu
wewnatrz rdzenia miceli pod wptywem zewnetrznego pola elektrycznego [101, 102].
Powstajace w ten sposob makrodipole tlumacza duzy dodatni efekt NDE
w mikroemulsjach typu W/O stabilizowanych przez jonowy surfaktant.
W interpretacji zaobserwowanych efektow NDE rozwaza si¢ rowniez udzial migracji
miceli w polu elektrycznym, prowadzacej do silnej polaryzacji elektrod, a tym
samym do pozornego wzrostu efektu NDE [103].

W oparciu o badania NDE dosy¢ tatwo jest odrézni¢ fazy micelarne
od cieklokrystalicznych. NDE w materiatach ciektokrystalicznych stanowi
wyjatkowo czuly wskaznik zmian orientacyjnego uporzadkowania czasteczek,
szczegolnie w poblizu przejscia fazowego miedzy fazg izotropowg a nematyczng
[102]. W fazie izotropowe], jeszcze przed pojawieniem si¢ uporzadkowania
nematycznego, mozna obserwowac symptomy tworzenia si¢ nowej fazy w postaci
fluktuacji prenematycznych, czyli lokalnego, chwilowego uporzadkowania
czasteczek. Pomiary NDE stanowig zatem przydatne narzedzie do badania dynamiki
oraz mechanizmu przej$¢ fazowych w ciektych krysztatach [93, 104].

PODSUMOWANIE

Surfaktanty — jako zwiazki amfifilowe — wykazuja zdolno$¢ do adsorpcji na
granicach faz 1 obnizania napigcia miedzyfazowego. Ich wlasciwosci
fizykochemiczne i tendencja do stabilizowania okre$lonego typu emulsji (O/W
lub W/O) mozna przewidywaé przy wykorzystaniu klasycznych koncepcji, takich jak
wspotczynnik rownowagi hydrofilowo-lipofilowej (HLB) oraz parametr krytycznego
upakowania (CPP). Parametry te pozwalaja okresli¢ preferowana krzywizne warstwy
miedzyfazowej oraz przewidzie¢ rodzaj agregatdéw powstajacych w wyniku
samoorganizacji czasteczek surfaktantu.

W zalezno$ci od sktadu, temperatury oraz warunkéw przygotowania
mieszaniny olej/woda/surfaktant mogg tworzy¢ si¢ réozne rodzaje dyspersji:
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e makroemulsje i nanoemulsje — uklady termodynamicznie niestabilne,
réznigce si¢ przede wszystkim rozmiarem kropel oraz stopniem stabilnos$ci
kinetycznej,

e mikroemulsje — uklady termodynamicznie stabilne, przezroczyste
1 wysoce dynamiczne.

Po przekroczeniu krytycznego stezenia micelizacji (CMC) czasteczki
surfaktantu ulegaja samoorganizacji, prowadzacej do powstawania roznorodnych
agregatow. Wsrod nich wyrdznia si¢ agregaty ograniczone, takie jak micele
normalne, liposomy i micele odwrdcone, oraz struktury nieograniczone, do
ktorych naleza fazy ciektokrystaliczne — heksagonalne, lamelarne i kubiczne.
Szczegolng grupe stanowig micele odwrocone, dla ktorych istotnym parametrem
strukturalnym jest stopien uwodnienia miceli Wy, determinujacy wielkos¢

agregatOw oraz organizacje czasteczek wody wewnatrz ich rdzenia. W zalezno$ci
od stopnia uwodnienia woda moze wystepowaé w postaci zwigzanej lub
wykazywaé¢ wlasciwosci zblizone do wody "wolnej", co wptywa na dynamike i
wlasciwosci catego uktadu.

Pelna charakterystyka tak zlozonych struktur wymaga zastosowania
komplementarnych metod badawczych:

e pomiary lepkosci — dostarczaja wstepnych informacji o rodzaju
wystepujacych faz oraz stopniu ich uporzadkowania,

e mikroskopia polaryzacyjna — umozliwia identyfikacje anizotropowych faz
cieklokrystalicznych na  podstawie  charakterystycznych  struktur
optycznych,

e dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS) — pozwala wyznacza¢ promien
hydrodynamiczny agregatow oraz monitorowa¢ zmiany ich rozmiaru
i procesy destabilizacji uktadu,

e metody dielektryczne — spektroskopia dielektryczna umozliwia analizg
procesow relaksacyjnych zwigzanych z ruchem grup polarnych
surfaktantéw oraz dynamika wody "wolnej" i "zwiazanej", a takze badanie
zjawiska perkolacji. Z kolei pomiary nieliniowego efektu dielektrycznego
(NDE) stanowig wyjatkowo czute narzgdzie do wykrywania
mikroniejednorodnosci, badania proceséw samoorganizacji oraz obserwacji
fluktuacji prenematycznych poprzedzajacych przejscia fazowe w ciekltych
krysztatach.

Zrozumienie zaleznoéci pomiedzy budowg surfaktantow, zachowaniem fazowym
oraz mikrostruktura ukladow stanowi podstawe racjonalnego projektowania
nowoczesnych  ukladéw  koloidalnych o  pozadanych  wlasciwosciach
fizykochemicznych i uzytkowych. Wiedza ta ma istotne znaczenie zarowno dla
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badan podstawowych nad procesami samoorganizacji surfaktantow, jak i1 dla

praktycznych zastosowan emulsji oraz mikroemulsji w chemii, farmacji,

kosmetologii i inzynierii materialowe;.
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ABSTRACT

Srebro od wiekoéw znane jest ze swoich wlasciwosci antyseptycznych i znalazto
szerokie zastosowanie w medycynie, przemysle i technologii. Wspotczesnie szczegdlne
znaczenie zyskaly nanoczastki srebra (AgNPs) oraz kompleksy tego metalu, ktorych
unikalne wlasciwosci fizykochemiczne przekladaja si¢ na wyjatkowa aktywnosé
biologiczng. AgNPs charakteryzuja si¢ duza powierzchnia wilasciwa, zdolnoscig do
generowania reaktywnych form tlenu oraz interakcji z btonami komoérkowymi, co
skutkuje silnym dzialaniem przeciwdrobnoustrojowym, przeciwwirusowym i
przeciwnowotworowym. Syntez¢ nanoczastek prowadzi si¢ metodami chemicznymi,
fizycznymi i biologicznymi, przy czym szczegélne zainteresowanie budzg strategie
zielonej chemii wykorzystujace ekstrakty roslinne lub mikroorganizmy, zapewniajace
biokompatybilno$¢ i kontrole nad ksztaltem czgstek. Kompleksy srebra, zwlaszcza z
ligandami heterocyklicznymi i siarkowymi, wykazuja czesto wyzsza aktywnos¢ niz sole
tego metalu, a ich strukturalna modyfikacja umozliwia dostosowanie rozpuszczalnosci,
biodostepnosci i selektywnosci dziatania. Liczne badania wskazujg na synergizm AgNPs
z antybiotykami wobec szczepdéw wieloopornych, co otwiera nowe mozliwosci w walce
z narastajaca opornoscia mikroorganizmoéw. Zastosowania srebra obejmuja m.in.
opatrunki i implanty medyczne, systemy dostarczania lekow, kosmetyki, konserwacje
zywno$ci oraz oczyszczanie srodowiska. Mimo szerokiego potencjatu konieczne sg
dalsze badania nad toksyczno$cia, bioakumulacja i wplywem na organizmy wyzsze.
Rozwdj metod syntezy zgodnych z zasadami zrownowazonego rozwoju oraz lepsze
poznanie mechanizméw dzialania mogg pozwoli¢ na pelne wykorzystanie potencjatu
srebra i jego nanostruktur w medycynie i technologii przysztosci.

Keywords: silver complex, cyclic ligands, natural products, nanomedicine,
bacteriacidal activity
Stowa kluczowe: kompleks srebrowy, cykliczne ligandy, produkty naturalne,

nanomedycyna, bakteriobdjczos¢
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— nanoczastki srebra

— adenozynotrifosforan

— potowa maksymalnego ste¢zenia efektywnego

— spektroskopia dyspersji energii promieniowania
rentgenowskiego

— grupa wieloopornych patogenow klinicznych

— spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera
— dawka powodujaca zahamowanie procesow zyciowych 50%
badanej populacji

— dawka $miertelna dla 50% badanych organizméw
— minimalne st¢zenie bakteriobdjcze

— minimalne st¢zenie hamujace

— test cytotoksycznosci oparty na soli tetrazoliowej
— metoksycynamonian etyloheksylu

— poliwinylopirolidon

— reaktywne formy tlenu

— test bakteriobojczy surowicy

— skaningowa mikroskopia elektronowa

— transmisyjna mikroskopia elektronowa

— Swiatowa Organizacja Zdrowia

— dyfrakcja promieni rentgenowskich
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WPROWADZENIE

Srebro (ang. silver) jest metalem przejSciowym naturalnie wystgpujacym na
powierzchni Ziemi. Jest migkkim, ciagliwym i kowalnym cialem statym, ktore
charakteryzuje si¢ silnym metalicznym polyskiem oraz wykazuje wysokie
przewodnictwo cieplne. Jony srebra moga przyjmowaé rézny stopien utlenienia w
przedziale od +1 do +3, jednak najczgsciej wystepuje w postaci Ag”. Jest to spowodowane
rozbudowanym systemem podpowlokowym. W szczegodlnosci rozktad elektronow
walencyjnych na podpowloki 5s oraz 4d bezposrednio przektada si¢ na wysoki potencjat
do komplekowania [1]. Ponadto srebro ze wzglgdu na swoje wlasciwosci bakteriobdjcze
znajduje zastosowanie w produkcji nanoantybiotykow i szerokiego przekroju lekow
antybakteryjnych, bazujacych na strukturze nanoczastek srebra.

Od tysiecy lat ludzko$¢ uzywa srebra ze wzgledu na jego rdéznorodne
wiasciwosci 1 potencjal aplikacyjny. Juz 3000 lat p.n.e. potrafiono oddziela¢ i
ekstrahowad srebro z rud metalicznych. Z poczatku srebro uzywane byto do wyrabiania
monet, wytwarzania bizuterii i naczyn oraz oczyszczania wody [2], a zapiski Hipokratesa
méwia o jego zastosowaniu w medycynie juz w IV wieku p.n.e. [3]. W latach 60-tych
XX wieku srebro w postaci roztworu azotanu(V) srebra(I) (AgNOs) zaczeto uzywac do
tworzenia opatrunkdéw ran po oparzeniach. Azotan(V) srebra(l) mieszano z sulfadiazyna
sodu, by wytworzy¢ krem antybakteryjny, ktory do teraz pozostaje w powszechnym
uzyciu [4]. Ponadto, dzigki $wiattoczutym whasciwosciom zwiazkow srebra, pierwiastek
ten znalazt szerokie zastosowanie w fotografii analogowej, gdzie halogenki srebra
stanowily podstawowy skladnik materiatow §wiattoczutych wykorzystywanych do
rejestracji obrazu [3].

Srebro, jak i jego zwiazki, sa powszechnie uzywane jako katalizatory w wielu
reakcjach chemicznych. Glownym przeznaczeniem jest produkcja tlenku etylenu.
Katalizator stosowany jest w procesie utleniania etenu do tlenku etylenu i metanolu w
fazie gazowej w 250°C [5]. Przyktadem przemystowego wykorzystania srebra jako
katalizatora  jest synteza metoksycynamonianu etyloheksylu (ang. octyl
methoxycinnamate, OMC), zwigzku powszechnie stosowanego jako sktadnik filtrow
przeciwstonecznych. Dzigki zdolnosci srebra do katalizowania wybranych reakcji
organicznych mozliwe jest efektywne otrzymywanie tego zwigzku, ktory znajduje
szerokie zastosowanie w produktach kosmetycznych przeznaczonych do ochrony skory
przed promieniowaniem UV [6]. Wraz z rozwojem nanotechnologii, nanoczasteczki
srebra (AgNPs) znalazty swoje zastosowanie w przeciwbakteryjnych zelach leczniczych,
opatrunkach, implantach, a takze jako powloki zewngtrzne w soczewkach [4].
Nanoczasteczki, ze wzgledu na swoja budowe, moga wnika¢ do ciala ludzkiego droga
kropelkowa, przez skore, przez uktad trawienny lub nawet przez tozysko, przez co tatwo
si¢ wchlaniajg i sg coraz cze$ciej stosowane w medycynie, a przez to system celowanego
dostarczania zwigkow srebra jest latwiejszy i skuteczniejszy [7].
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Wedtug dostepnych badan nanoczastki srebra (AgNPs) wykazuja potencjal zastosowania
w terapii nowotworow. Ich aktywnos$¢ biologiczna zwigzana jest miedzy innymi ze
zdolnosciag do indukowania stresu oksydacyjnego, zaburzania funkcji mitochondriéw
oraz inicjowania proceséw prowadzacych do §mierci komorek nowotworowych. Ponadto
wskazuje si¢, ze AgNPs moga stanowi¢ obiecujacy element terapii wspomagajace;j,
jednak ich skuteczno$é i bezpieczenstwo wymagaja dalszych badan przed wdrozeniem
do rutynowej praktyki klinicznej [9].

Do syntezy nanoczastek srebra (AgNPs) wykorzystuje si¢ szereg metod
fizycznych, chemicznych oraz biologicznych, ktore r6znia si¢ stopniem skomplikowania,
wydajnoscia procesu oraz wlasciwo$ciami otrzymywanych nanoczastek (Tab. 1). Wsrod
najczesciej stosowanych technik znajduja si¢ metody chemiczne, umozliwiajace
uzyskanie nanoczastek o kontrolowanym rozmiarze 1 ksztalcie. Jedng z
najpopularniejszych metod jest redukcja chemiczna, w ktorej jony srebra (Ag),
pochodzace zazwyczaj z azotanu srebra (AgNOs), ulegaja redukcji do srebra
metalicznego (Ag®) pod wplywem odpowiednich czynnikéw redukujgcych, takich jak
borowodorek sodu, cytrynian sodu czy kwas askorbinowy. Powstate atomy srebra tworza
zarodki krystalizacji, ktore nastgpnie ulegaja wzrostowi i agregacji, prowadzac do
powstania nanoczastek koloidalnych. W celu zapobiegania nadmiernej aglomeracji
stosuje si¢ dodatkowo zwiazki stabilizujace, takie jak polimer poliwinylopirolidon (PVP)
czy surfaktanty, ktore zwigkszaja stabilno$¢ uktadu koloidalnego.

Tabela 1. Zestawienie metod wytwarzania nanoczastek [8]
Table 1. Summary of producing nanoparticles methods [8]
Nazwa metody Rodzaj prekursora srebra Rozmiar czasteczek [nm]
2-650
Redukcj .
¢ u a3 AgNO; (w zaleznosci od uzytych srodkow
chemiczna e . .
stabilizujacych i redukujacych)
Metoda
elektrochemiczna AgNOs =1
Synteza fizyczna Przewody srebrowe ~10
Synteza fizyczna AgNO; 14-27

Inng szeroko stosowang metodg jest synteza elektrochemiczna, oparta na
procesach zachodzacych na elektrodach zanurzonych w roztworze elektrolitu
zawierajacym jony srebra. W trakcie elektrolizy dochodzi do utleniania srebra na anodzie
i jego redukcji na katodzie, co prowadzi do powstawania nanoczastek w srodowisku
reakcyjnym. Istotng zaleta tej metody jest mozliwo$¢ precyzyjnej kontroli parametrow
procesu, takich jak nat¢zenie pradu, napigcie, czas elektrolizy, temperatura oraz sktad
elektrolitu. Parametry te wptywaja bezposrednio na wielko$¢, morfologi¢ oraz stopien
dyspersji otrzymywanych nanoczastek.
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Dzi¢ki temu mozliwe jest uzyskanie AgNPs o wysokiej jednorodnosci i powtarzalnych
wlasciwosciach fizykochemicznych, co ma szczegoélne znaczenie w zastosowaniach
biomedycznych i farmaceutycznych.

Metody fizyczne syntezy nanoczastek srebra obejmuja migdzy innymi
odparowanie i kondensacje, ablacje laserowa, pirolize oraz techniki wykorzystujace
ceramiczne elementy grzejne. W poroéwnaniu z metodami chemicznymi pozwalaja one
na otrzymywanie nanoczastek o wysokiej czysto$ci, poniewaz nie wymagajg stosowania
chemicznych czynnikéw redukujacych ani stabilizatoréw, ktére moglyby pozostawaé
jako zanieczyszczenia produktu koncowego. Ich wada jest jednak zwykle wicksze
zapotrzebowanie energetyczne oraz konieczno$¢ stosowania specjalistycznej aparatury.
W trakcie procesu syntezy powstajace atomy srebra ulegaja zderzeniom i agregacji,
inicjujagc proces zarodkowania (nukleacji), prowadzacy do tworzenia stabilnych jader
krystalizacji. W kolejnych etapach do utworzonych zarodkdéw przylaczaja si¢ nastepne
atomy oraz klastry srebra, co skutkuje wzrostem nanoczastek i ksztaltowaniem ich
koncowych wlasciwosci fizykochemicznych.

nosnik jonow nosnik
Ag” elektronow ZBIOR WOLNYCH
ATOMOW SREBRA o
Ag
0
Ago
roztwaor ckstrakt
AgNO; roslinny
ZARODKOWANIE
Ag'
ag A 2
A WZROST CZASTEK Ag ,
Ag . A
AgNPs o N Y m— A g
Ag AL Ag°
Moap A oar AGREGACIA

WYTWORZENIE NANOCZASTEK

Rysunek 1.  Mechanizm zielonej syntezy nanoczastek
Figure 1. Mechanism of green nanoparticles synthesis

Odrebng grupe stanowig metody biologiczne, okres§lane jako zielona synteza
(ang. green synthesis, Rys. 1), wykorzystujace ekstrakty roslinne, mikroorganizmy lub
biomolekuty jako naturalne czynniki redukujace i stabilizujagce. Metoda ta jest uznawana
za bardziej przyjazna Srodowisku i ekonomiczng ze wzgledu na ograniczenie stosowania
toksycznych odczynnikow chemicznych oraz nizsze zapotrzebowanie energetyczne. W
przypadku syntezy z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych proces rozpoczyna si¢ od
przygotowania roztworu azotanu srebra (AgNOs) oraz ekstraktu zawierajacego zwiazki
biologicznie czynne. Po zmieszaniu reagentow zwiazki obecne w ekstrakcie, takie jak
polifenole, flawonoidy, terpenoidy, biatka czy cukry redukuja jony Ag" do srebra
metalicznego (Ag°).
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Powstate atomy srebra tworzg zarodki krystalizacji, ktdre nastepnie ulegaja wzrostowi,
prowadzac do formowania nanoczastek. Jednoczesnie obecne w ekstrakcie grupy
funkcyjne, zwlaszcza hydroksylowe, karbonylowe i aminowe, adsorbuja si¢ na
powierzchni nanoczastek, zapobiegajac ich nadmiernej agregacji i zwickszajac stabilnos¢
koloidalng uktadu. Dzigki temu mozliwe jest uzyskanie stabilnych AgNPs o pozadanych
wiasciwos$ciach fizykochemicznych [9].

Bakteriobojczos¢ polega na bezposredniej terminacji bakterii przy uzyciu
czynnika chemicznego, fizycznego i/lub biologicznego. Proces ten zachodzi m.in.
poprzez uszkodzenie btony komoérkowej, destabilizacje¢ struktur wewnetrznych komorki
i/lub degradacje materialu genetycznego [10]. W efekcie dochodzi do utraty integralnosci
komorki, zaburzen metabolicznych i ostatecznie $mierci bakteryjnej. W niektdrych
przypadkach $rodki bakteriobojcze moga réwniez hamowaé tworzenie biofilmu, co
dodatkowo ostabia odpornos¢ bakterii na leczenie [11]. Warto zauwazy¢, ze wszystkie te
degradujace czy inhibujace rozrost mechanizmy moga wystgpowacé jednoczesnie,
intensyfikujagc  biobdjczos¢ wobec mikroorganizmow. Istnieje rowniez sposob
hamowania rozwoju bakterii, zwany bakteriostatycznoscig. Polega on na zatrzymywaniu
rozmnazania si¢ bakterii przy uzyciu wybranego, selektywnego czynnika. W przypadku
dziatania bakteriostatycznego bakterie pozostaja zywe, ale nie moga si¢ dzieli¢, co
pozwala na ostateczng eliminacj¢ drobnoustrojow z poziomu uktadu odporno$ciowego
gospodarza.

Badania bakteriobdjczosci mozna realizowa¢ réznymi metodami. Jedng z nich
jest okreslanie minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) wzrost danego szczepu bakterii
[12]. W badaniu przygotowywana jest seria rozcienczen badanego srodka, kolejno podaje
si¢ standardowg liczb¢ komorek bakteryjnych. Nastepnie przeprowadza si¢ inkubacje
szczepow przy jednoczesnej kontroli najnizszego stgzenie przy jakim zauwazalne jest
zatrzymanie lub spadek wzrostu [13]. Istnieje rowniez podobna technika dziatajaca w
analogiczny sposob, czyli analiza minimalnego stezenia bakteriob6jczego (MBC).

Rozni si¢ ona jedynie koncowym etapem, gdzie szukany jest skuteczny zakres
dawek powodujacych bakteriobdjczos¢.

Ponadto wyrdznia si¢ takze test bakteriobojczy surowicy (SBT), ktory stuzy do
monitorowania skutecznosci leczenia antybiotykami podczas terapii. W odrdéznieniu od
wczesniej opisanych metod laboratoryjnych, SBT uwzglednia st¢zenie leku osiggane w
organizmie pacjenta oraz aktywno$¢ sktadnikow surowicy. Test ten opiera si¢ na badaniu
funkcjonalnym, oceniajacym zdolno$¢ surowicy do eliminacji bakterii, z udziatem
zaréwno antybiotykdw, jak i uktadu odpornosciowego (uwzgledniajac przeciwciata oraz
dopetniacze) [14].

Bakteriob6jczo$¢ moze zaleze¢ od kilku czynnikow. Jednym z nich jest czas
kontaktu substancji/preparatu z bakterig. Zbyt krotki czas dzialania czynnika moze
jedynie spowolni¢ rozmnazanie bakterii, nie prowadzac do ich eliminacji [15]. Dlatego
kluczowe jest dobranie odpowiedniego czasu ekspozycji. Kolejnym istotnym czynnikiem
jest zmiana wartosci pH.
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Dla niektorych bakterii zmiana kwasowosci lub zasadowosci srodowiska, jak rowniez
stezenie badanej substancji, moze zwigksza¢ skuteczno$¢ dziatania substancji
bakteriobdjczych. Zbyt duze rozcienczenie moze sprawic, ze Srodek nie bedzie w stanie
skutecznie eliminowaé bakterii.

1. KOMPLEKSY SREBROWE ZWIAZKOW CYKLICZNYCH

Jony srebra(I) charakteryzuja si¢ znaczng zdolnoscia do tworzenia kompleksow
koordynacyjnych z ligandami o zréznicowanej budowie chemicznej, co umozliwia
otrzymywanie zwigzkdbw o odmiennych wlasciwoséciach fizykochemicznych i
biologicznych. Kompleksy przedstawione na rysunku 2 ilustrujag réznorodnosé
architektur molekularnych osiagang poprzez modyfikacje liczby oraz rozmieszczenia
aromatycznych fragmentow ligandow, a takze zmiang liczby atoméw donorowych
uczestniczacych w koordynacji jonu Ag(I). Wigkszo$¢ zaprezentowanych struktur
zawiera liczne uktady aromatyczne i heteroaromatyczne, jednak rdznig si¢ one zaréwno
stopniem sprzg¢zenia elektronowego, jak i potozeniem wzgledem centrum metalicznego.
W konsekwencji kompleksy te wykazuja zréznicowana geometri¢ koordynacyjna oraz
odmienng stabilno$¢ termodynamiczng i kinetyczna.

Na uwage zashiguje réwniez zréznicowanie liczby segmentéw ligandowych
otaczajacych jon srebra. W niektérych strukturach centrum Ag(I) koordynowane jest
przez pojedynczy ligand wielodentny, podczas gdy w innych wystepujg rozbudowane
uktady zawierajace kilka aromatycznych fragmentow zdolnych do jednoczesnego
oddzialywania z jonem metalu. Takie modyfikacje strukturalne wplywaja na
lipofilowo$¢, rozpuszczalno$¢ oraz zdolno$¢ kompleksow do oddziatywan z
biomolekutami, w tym biatkami, blonami komérkowymi i kwasami nukleinowymi.

Przedstawione na rysunku zwiazki zostaly wybrane jako reprezentatywne
przyktady ukazujace zalezno$¢ pomiedzy budowa chemiczng a aktywnoscia biologiczna
komplekséw srebra. Dotychczasowe badania wskazuja, ze zardwno liczba i
rozmieszczenie uktadow aromatycznych, jak i charakter ligandéw koordynujacych moga
istotnie wptywaé na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows, przeciwwirusowg oraz
cytotoksyczng tych zwigzkow. Zalezno$¢ struktura—aktywno$¢ stanowi obecnie jeden z
gtownych kierunkéw badan nad projektowaniem nowych kompleksow srebra o
potencjalnych zastosowaniach biomedycznych.

1.1. PRZEGLAD SYMETRYCZNYCH KOMPLEKSOW SREBROWYCH

Kompleks srebrowy [Ag(9,9-di-(4-metoksyfenylo)-4,5-diazafluoren),[NO3 ((1);
Rys. 2) sktada si¢ z centralnie usytuowanego jonu srebra otoczonego 8 pierScieniami
aromatycznymi, z czego cztery najblizej mu sasiadujace, to stabilizujace strukture
odmiany pierscieni pirydynowych. Czasteczka jest osiowo symetryczna, a otaczajace
atom srebra pier§cienie aromatyczne zawierajg podstawione grupy alkoksylowe.
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Obecno$¢ tych ugrupowan wplywa na wlasciwosci fizykochemiczne kompleksu, w
szczegblnosei jego lipofilowos¢, rozpuszczalno$¢ oraz zdolno$¢ do oddzialywania z
uktadami biologicznymi. Zmiany te moga przektadaé si¢ na korzystniejsze parametry
farmakokinetyczne, w tym zwigkszona biodostgpnos¢ i efektywniejszy transport przez
bariery biologiczne. Ponadto grupy alkoksylowe moga wzmacnia¢ oddzialywania
kompleksu z blonami komoérkowymi mikroorganizméw, co moze przyczyniaé si¢ do
zwigkszenia jego aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej. W literaturze opisano réwniez
zwiazki zawierajace tego typu ugrupowania jako wykazujace podwyzszong aktywnosé
cytotoksyczng wobec wybranych linii komérkowych [1,2].

\,

p
NS
oo N NG

T2+

2010,

W Kompleks (4)
F

Kompleks (6)

Kompleks (5)

Rysunek 2. Przyktady bioaktywnych komplesow srebra (I) reprezentujacych rdézne typy ligandow i
architektur koordynacyjnych [1-6]

Figure 2. Representative bioactive silver(I) complexes illustrating diverse ligand classes and coordination
architectures [1-6]

Otrzymywanie kompleksu (1) zachodzi wieloetapowo, zaczynajac od zasadowe;j
dekarboksylacji fendionu (1,10-fenantroliny-5,6-dionu) do uzyskania 4,5-diazafluoren-9-
onu, ktéry poddawany jest substytucji elektrofilowej w obecnosci kwasu siarkowego (VI)
(Rys. 3). W temperaturze 65°C przylaczany jest anizol z podigczonymi grupami
alkoksylowymi, co stanowi podstawe¢ do kontaktowania z azotanem(V) srebra(l) w
stosunku molowym 2:1 [3].

Kompleks (1) nalezy do szerokiej grupy zwigzkéw srebra(l) zawierajacych
ligandy diazafluorenowe, ktore sa uznawane za strukturalne analogi ukladow
fenantrolinowych i bipirydynowych. W poréwnaniu z klasycznymi ligandami azotowymi
pochodne 4,5-diazafluorenu charakteryzuja si¢ wigksza sztywnoscig konformacyjna
wynikajaca z obecnosci mostka w pozycji 9, co sprzyja tworzeniu stabilnych uktadow
koordynacyjnych.
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Szczegblne znaczenie ma mozliwos¢ funkcjonalizacji tej pozycji réznymi podstawnikami
aromatycznymi, umozliwiajgca precyzyjne ksztaltowanie whasciwosci elektronowych i
sterycznych ligandow. W przypadku kompleksu [Ag(9,9-di-(4-metoksyfenylo)-4,5-
diazafluoren),]NOj3 obecnos¢ grup metoksyfenylowych prowadzi do rozszerzenia uktadu
sprzgzonych elektronow m oraz zwickszenia mozliwosci wystepowania oddziatywan m-m.
Analogiczne kompleksy diazafluorenowe wykazuja czesto wysoka trwalos¢
termodynamiczng i korzystne wlasciwosci fotofizyczne, a ich aktywnos$¢ biologiczna jest
zwigzana zardwno z obecnosciag jonu srebra(l), jak i specyficzng architekturg liganda [3].

W  obregbie rodziny ligandéw  4,5-diazafluorenowych  najczesciej
modyfikowanym elementem struktury jest atom wegla w pozycji 9, ktdory umozliwia
wprowadzanie podstawnikow alkilowych, arylowych oraz heteroaromatycznych.
Szczegdlng popularnoscig ciesza si¢ pochodne 9,9-dimetylo-4,5-diazafluorenu, 9-fenylo-
4,5-diazafluorenu oraz uklady zawierajace podstawione pierscienie metoksyfenylowe,
fluorofenylowe lub pirydylowe. Oprocz modyfikacji pozycji 9 stosowane sa réwniez
zmiany w obrebie samych pierscieni diazafluorenowych poprzez wprowadzanie grup
elektronodonorowych lub elektronoakceptorowych. Modyfikacje te wptywaja na gestose
elektronowa liganda, sil¢ wigzania z jonem metalu, geometri¢ kompleksu oraz jego
stabilno§¢. W przypadku kompleksow srebra(I) rozbudowane uktady aromatyczne
sprzyjaja oddziatywaniom z biomolekutami i mogg zwigksza¢ zdolnos¢ kompleksow do
penetracji  Srodowiska komorkowego. Dzigki duzej podatnosci na modyfikacje
strukturalne ligandy diazafluorenowe pozostaja jedna z najbardziej perspektywicznych
platform do projektowania nowych kompleksow srebra o wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych i przeciwnowotworowych [3,4].

Bioaktywno$¢ kompleksu (1) (Rys. 2) zostatla przetestowana na liniach
komoérkowych ludzkiego raka nabtonka pecherzykowego (A-549), czerniaka (HBT70) i
raka szyjki macicy (HeLa). Dodatkowo zostal wykazany wptyw substancji aktywnych na
normalne ludzkie fibroblasty (HDFn) oraz nieztosliwe fibroplasty pluc (MRC-5). Zostata
zauwazona aktywno$¢ przeciwnowotworowa oraz duza aktywnos$¢ antyproliferacyjna dla
komorek A549 oraz HeLa. Kompleks wykazuje takze wyzsza selektywno$¢ wigzania w
stosunku do komorek raka pluc. Wobec degradacji nowotworowej glikoproteiny P,
znajdujacej si¢ gtdéwnie w przewodach zotciowych i trzustkowych, a takze kanalikach
nerkowych, zwigzek moze zosta¢ zastosowany w chemioterapii. Ponadto sugeruje si¢
rozpoczecie badan w kierunku wykorzystania kompleksu w terapiach nowotworow
lekoopornych [4]. Otrzymane wyniki sugerujg, ze badane kompleksy mogg stanowié¢
obiecujaca grupg zwiazkow do dalszych badan nad terapig raka szyjki macicy, ze wzgledu
na obserwowang aktywno$¢ przeciwnowotworowa porownywalng z aktywnoscia
wykazang wobec komorek raka ptuc. Jednoczesnie analiza wspolczynnika selektywnosci
wskazuje na mniej korzystny profil dziatania w przypadku czerniaka.
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Wartosci SI ponizej 1 (Tab. 2) $wiadcza o wigkszej wrazliwos$ci prawidlowych
fibroblastéw skory wlasciwej na dziatanie badanych komplekséw niz komorek czerniaka,
co moze wskazywaé na podwyzszone ryzyko dzialan niepozadanych i ograniczong
przydatnos$¢ terapeutyczna w tym przypadku.

Tabela 2. Poréwnanie dziatanie kompleksu (1) na zahamowanie zywotnosci komoérki na 50% na roéznych
liniach komorkowych i wskaznikach selektywnosci (SIp- wskaznik selektywnosci dla raka phuc,
SIum. wskaznik selektywnosci dla czerniaka)

Table 2. A comparison of the effect of complex (1) on the 50% inhibition of cell viability in different
cell lines, alongside selectivity indices (SIp. for lung cancer and SIM for melanoma)

Wartos$ci IC50 [uM] wobec wybranych linii

komork h
omérkowye SI, ST,

A549  MRC-5 HeLa HTB70  HDFn

1,43 23,04 1,44 19,78 12,14 16,1 0,6
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Rysunek 3. Etapowy schemat syntezy sktadowych kompleksu diazafluorenowego [1]
Figure 3. Stepwise synthesis scheme of diazafluorene complex components [1]

Kompleksy (3) i (4) (Rys. 1) naleza do grupy dinuklearnych uktadow
koordynacyjnych opartych na ligandach terpirydynowych modyfikowanych
ugrupowaniami heteroaromatycznymi (chinoling lub pirydyna). Cecha wspdlng tych
zwigzkéw jest wykorzystanie trojsktadnikowych ligandow, ktore umozliwiaja
utworzenie stabilnych struktur z dwoma centrami srebra(l), dzigki zdolnosci do
koordynacji przez trzy atomy azotu, z czego dwa nalezg do jednego ligandu, a trzeci
pochodzi z sgsiedniej czgsteczki. W przypadku kompleksu (3), ligandem jest 4'-
(izochinolilo)-2,2":6',2"-terpirydyna, natomiast w kompleksie (4) zastosowano
analogiczng strukturg, w ktorej zamiast grupy izochinolilowej obecna jest grupa
pirydylowa przytaczona w pozycji 2.

Oba kompleksy otrzymano w dwodch etapach. Pierwszym bylo utworzenie
ligandu przez reakcje¢ 2-acetylopirydyny z izochinolino-3-karboaldehydem (dla
kompleksu (3)) lub pirydyno-2-karboaldehydem (dla kompleksu (4)) w $Srodowisku
zasadowym. Reakcja ta prowadzi do kondensacji trzech jednostek pirydynowych w uktad
terpirydynowy z podstawieniem aromatycznym. Taka struktura umozliwia silng,
wielocentrowg koordynacje jondw metalu, co ma kluczowe znaczenie dla formowania si¢
struktur supramolekularnych i wlasciwosci biologicznych.
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Drugim etapem byta reakcja ligandow z AgClO4 w stosunku molowym 1:1 w Srodowisku
obojetnym. Powstajace kompleksy sa kationami dwudodatnimi, ktoérych tadunek
neutralizowany jest przez jedna (kompleks (3)) lub dwie (kompleks (4)) anionowe reszty
nadchloranowe [7,8].

Kompleksy (3) i (4) naleza do szerokiej grupy uktadow koordynacyjnych
opartych na ligandach terpirydynowych, ktore stanowia jedna z najwazniejszych klas
ligandéw polipirydynowych wykorzystywanych w chemii koordynacyjnej. Kompleksy
te mozna uzna¢ za reprezentatywnych przedstawicieli funkcjonalizowanych pochodnych
terpirydyny, stanowigcych modelowe ukltady do badania zaleznosci pomiedzy budowa
liganda a wtasciwosciami koordynacyjnymi i biologicznymi kompleksow srebra(l). Ich
popularno$¢ wynika z obecnosci trzech atomoéw azotu zdolnych do jednoczesnej
koordynacji centrum metalicznego, co umozliwia tworzenie trwatych komplekséw jedno-
i wielojadrowych. Szczegodlne znaczenie ma mozliwos¢ tatwej funkcjonalizacji pozycji
4' centralnego pierscienia pirydynowego, ktora pozwala na wprowadzanie réznorodnych
ugrupowan aromatycznych i heteroaromatycznych bez zaburzania podstawowego uktadu
koordynacyjnego.

Najczgsciej spotykane modyfikacje obejmuja przylaczanie grup fenylowych,
pirydylowych,  chinolinowych,  izochinolinowych  oraz  innych  ukladow
heteroaromatycznych rozszerzajacych sprzezenie elektronowe liganda. Wprowadzenie
takich podstawnikow wptywa na wiasciwosci elektronowe i steryczne kompleksow, a
takze na ich zdolno$¢ do tworzenia oddziatywan n-n oraz struktur supramolekularnych.
W przypadku kompleksow (3) i (4) roéznice wynikajg z obecnosci ugrupowania
izochinolinowego Iub pirydylowego, ktéore modyfikuja zarowno powierzchnig¢
aromatyczng czasteczki, jak i jej polarno$¢. Zmiany te moga wptywaé na stabilno$¢
kompleksow, ich rozpuszczalno$¢ oraz charakter oddziatywan z biomolekutami. Dzigki
duzej podatnosci na modyfikacje strukturalne ligandy terpirydynowe sa obecnie
wykorzystywane jako uniwersalna platforma do projektowania nowych kompleksow
srebra o kontrolowanych wlasciwosciach fizykochemicznych i biologicznych.

Kompleksy te zostaly poddane testom biologicznym w celu oceny ich dziatania
przeciwdrobnoustrojowego wobec wybranych ludzkich patogendéw, w tym bakterii
Gram-ujemnych (Escherichia coli, Salmonella typhimurium), Gram-dodatnich
(Staphylococcus aureus, w tym szczep MRSA) oraz grzybow (Candida albicans).
Kompleks (3), zawierajacy grupe izochinoliny, wykazal umiarkowang aktywno$§¢ wobec
E. coli oraz S. typhi, a takze wobec drozdzaka C. albicans. Brak aktywnoS$ci
zaobserwowano wobec szczepu MRSA, co moze sugerowaé ograniczong zdolno$é
kompleksu do interakcji z btong komorkowa bakterii Gram-dodatnich lub dziatanie
mechanizméw opornos$ci typowych dla tego szczepu. Z kolei kompleks (4), zawierajacy
jako podstawnik pierscien pirydylowy, wykazywat szersze spektrum dziatania. Wyniki
badan in vitro wykazaty skuteczno$¢ wobec wszystkich badanych mikroorganizmow, w
tym zaréwno bakterii Gram-ujemnych jak i MRSA oraz C. albicans. Najwigksza
wrazliwo$¢ obserwowano w przypadku E. coli, co moze wynika¢ z lepszej penetracji
btony komoérkowej bakterii Gram-ujemnych przez bardziej hydrofilowy kompleks.
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Dziatanie wobec C. albicans jest roOwniez istotne z punktu widzenia potencjalnych
zastosowan w terapii infekcji grzybiczych, szczegdlnie w kontek$cie narastajacej
opornosci na standardowe leki przeciwgrzybiczne [9].

Zaobserwowana réznica w aktywno$ci biologicznej miedzy kompleksami moze
wynikaé¢ z obecnosci réznych ugrupowan przylaczonych do pierScienia centralnego
terpirydyny [10]. Grupa pirydylowa w kompleksie (4) jest bardziej hydrofilowa niz
izochinolina obecna w kompleksie (3), co moze sprzyja¢ lepszej rozpuszczalnosSci
kompleksu oraz efektywniejszej dyfuzji przez btony komoérkowe mikroorganizmow.
Ponadto, réznice w liczbie reszt anionowych (ClOs") wptywaja na ogoélny tadunek i
stabilno$¢ uktadu w srodowisku biologicznym. Wspolna cecha obu kompleksow jest to,
ze aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ligandoéw wolnych (niezwigzanych z jonem
srebra) byla znacznie nizsza niz komplekséw srebra (I). Wynika to z synergistycznego
efektu potaczenia uktadu aromatycznego ligandu z wlasciwos$ciami biobdjczymi jonow
srebra(l), co jest zgodne z literatura wskazujaca na wicksza skuteczno$¢ zwiazkow
kompleksowych niz sktadnikow indywidualnych [7-11].

Kompleks (6) to mononuklearny uktad koordynacyjny zawierajacy jeden atom
srebra(I), dwa ligandy N-(2-fenyloetylo)benzimidazolowe oraz anion azotanowy
stabilizujacy tadunek. Ligandy benzimidazolowe stanowig kluczowy element
warunkujgcy wlasciwosci biologiczne kompleksu. Syntez¢ kompleksu przeprowadzono
w $rodowisku etanolowym poprzez reakcje N-alkilowanych benzimidazoli z azotanem
srebra(l), z zachowaniem warunkéw ochronnych przed $wiattem przez 4 godziny.
Obecnos¢ ugrupowan benzimidazolowych oraz styrylowych zwicksza rozpuszczalnosc i
lipofilowo$¢ kompleksu, co przeklada si¢ na efektywna penetracje bton komérkowych.
Koordynacja przez atomy azotu benzimidazolu zapewnia stabilno$§¢ kompleksu, a
styrylowe fragmenty przyczyniaja si¢ do wzmocnienia oddziatywan hydrofobowych z
lipidowymi komponentami bton biologicznych, co ulatwia transport jonow srebra do
wnetrza komorek patogenow.

Testy biologiczne kompleksu obejmowaty szerokie spektrum drobnoustrojow:
bakterie Gram-dodatnie (Enterococcus faecalis, MRSA), Gram-ujemne (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa) oraz grzyb Candida albicans [18]. Kompleks wykazal
silng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, szczegdlnie wobec szczepoéw Gram-ujemnych
oraz grzybiczych. Dziatanie to wynika z synergii mechanizmow: benzimidazol oddziatuje
z materialem genetycznym i biatkami patogenow, powodujac zahamowanie ich funkcji
metabolicznych, podczas gdy jony srebra(I) indukuja niszczenie struktur blonowych oraz
generacj¢ ROS, co prowadzi do depolaryzacji btony i $mierci komoérki. Badania nad
hamowaniem wzrostu biofilméw wykazaty, ze kompleks (6) skutecznie redukuje
tworzenie si¢ biofilmoéw oraz kolonii opornych na antybiotyki, co jest kluczowe w
zwalczaniu infekcji przewlektych i odpornych na leczenie [19]. Jego potencjat w walce z
drobnoustrojami wieloopornymi sprawia, ze jest obiecujacym kandydatem do dalszych
badan preklinicznych.
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1.2. PRZEGLAD ASYMETRYCZNYCH KOMPLEKSOW SREBROWYCH

Kompleks (2), o wzorze sumarycznym [Agx(CN)2(CioHi3N30)], zostat

otrzymany jako trwaly w temperaturze pokojowej, staty kompleks o masie molowej
567,10 g/mol. Struktura zawiera dwa atomy srebra(l), pi¢¢ atomoéw azotu, jeden atom
tlenu oraz trojpierscieniowy ligand aromatyczny - 4'-furanylo-2,2":6',2"-terpirydyng. W
czasteczce wystepuja trzy skondensowane pierscienie aromatyczne, z ktérych dwa
zawieraja atomy azotu zdolne do koordynacji z jonem metalu. Ligand ten peii role
trojpodzielnego chelatora, tworzac stabilne wigzania koordynacyjne z jonem srebra(l),
przy czym dodatkowa koordynacja zachodzi poprzez grupe cyjankows, tworzac mostek
migdzy centrami metalicznymi. Zgodnie z wynikami analizy rentgenostrukturalnej
kompleks tworzy uktad dinuklearny, w ktéorym dwa jony srebra(I) sa potaczone za
posrednictwem mostka cyjankowego. Otoczenie koordynacyjne atomdw srebra wykazuje
geometri¢ zasadniczo liniowa, charakterystyczng dla jonow Ag(I), jednak obecnosé¢
dodatkowych oddzialywan koordynacyjnych powoduje odchylenia od idealnej geometrii
i prowadzi do powstania znieksztatconego uktadu tetraedrycznego.
Synteze kompleksu rozpoczeto od przygotowania ligandu terpirydynowego. Proces ten
oparto na zmodyfikowanej procedurze Kréhnkego, w ktorej rozpuszczano wodorotlenek
sodu w wodzie, a nastgpnie dodawano absolutny etanol. Po ochlodzeniu mieszaniny
reakcyjnej do 0 °C wprowadzano 2-acetylopirydyne oraz odpowiedni aldehyd (pochodng
furanu). Mieszaning utrzymywano w tej temperaturze przez 2-4 godziny, a nastgpnie
doprowadzano do temperatury pokojowej i dodawano 25% roztwoér amoniaku.
Otrzymany ligand zostat oczyszczany przez krystalizacj¢ z acetonitrylu i acetonu. Ligand
rozpuszczano w wysuszonym acetonitrylu i mieszano ze stechiometryczng iloscia
cyjanku srebra(I) (AgCN) w stosunku molowym 1:1, uzyskujac konicowa strukture
kompleksu.

Kompleks (2) zostal poddany ocenie aktywnosci biologicznej wobec wybranych
szczepow bakteryjnych, obejmujacych zarowno bakterie Gram-dodatnie (Staphylococcus
aureus, MRSA), jak i Gram-ujemne (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium). Testy przeprowadzono metoda
oznaczania minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC), w zakresie 0.006—1000 pg/ml, z
zastosowaniem agaré6w Mueller-Hinton 1 inokulacja zawiesin bakteryjnych
skalibrowanych do 0.5 skali McFarlanda. Sam ligand, zawierajacy ugrupowanie
furanylowe, wykazywat niskg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, ograniczong gtéwnie
do pojedynczych szczepdw (MRSA, E. coli), co potwierdza hipotezg, ze kompleksowanie
z jonem metalu zwigksza skuteczno$¢ biologiczng. W przypadku kompleksu (2)
zaobserwowano znaczng popraw¢ aktywnosci przeciwbakteryjnej, zwlaszcza wobec E.
coli oraz P. aeruginosa, dla ktorych wartos¢ MIC wynosita odpowiednio 0.2 1 0.4 ug/ml,
co stanowi porownywalna lub lepsza skuteczno$¢ niz referencyjnej ciprofloksacyny.
Prawdopodobna przyczyna podwyzszonej aktywnosci kompleksu jest obecnosé¢ furanu,
ktory wykazuje wlasciwosci lipofilowe oraz zdolno$¢ do oddawania elektronow. Moze
to zwigksza¢ powinowactwo kompleksu do bton komoérkowych bakterii, utatwiajac jego
penetracje.
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Chelatacja jonow srebra(l) przez terpirydynowy ligand powoduje czeSciowa
delokalizacje tadunku i zmniejszenie polarnosci centrum metalicznego, co z kolei sprzyja
interakcji z blong lipidowa mikroorganizméw, zgodnie z teorig chelatacji wedlug
Tweedy’ego. Aktywnos$¢ wobec szczepu Salmonella typhimurium byla znikoma, co
mozna tlumaczy¢ charakterystyka §ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych oraz ich
zdolnoscia do wydajnego usuwania zwigzkéw ksenobiotycznych. Wskazuje to, ze
skuteczno$¢ terapeutyczna kompleksow srebra(l) moze by¢ szczepozalezna i wymaga
dalszych badan z wykorzystaniem szerokiego panelu bakterii i metod komplementarnych
[5.6].

Tabela 3. Poréwnanie minimalnego st¢zenia hamujacego komplekséw srebrowych (2) — (4) [2-4]
Table 3. A comparison of the minimum inhibitory concentrations of silver complexes (2) — (4) [2-4]
Numer Warto$ci MIC [pg/ml] wobec wybranych szczepow bakterii
kompleksu
srebrowego E. coli S. typhi C. albicans P.aeruginosa Gronkowiec zlocisty MRSA
2) 3,1 brak nie badano 12,5 25 25
3) 30 35 55 nie badano nie badano nie badano
4) 25 30 55 nie badano nie badano nie badano

Kompleks (5) (Rys. 2), [Ag(5-fluoro-4-[2-hydroksy-3-metylo-2-(2,4-
difluorofenylo)propylo]-1,3-diazyna)]*, to kationowy system koordynacyjny oparty na
strukturze pochodnej worykonazolu zawierajacym trzy atomy srebra(l), z anionem
tetrafluoroboranowym jako przeciwwaga tadunku. Koordynacja srebra zachodzi gtownie
przez atomy azotu w ukladzie triazolowym i diazynowym, co umozliwia tworzenie
trwatych, polikoordynacyjnych struktur. Proces syntezy kompleksu obejmowal reakcje
worykonazolu z solg srebra(l) w Srodowisku etanolowym, prowadzong przez 3 godziny
w temperaturze pokojowej 1 przy ograniczonym dostepie $wiatla. Struktura
worykonazolu zawiera liczne fragmenty fluoroaromatyczne, ktéore po wilaczeniu do
kompleksu determinuja jego geometri¢ koordynacyjna oraz = wlasciwosci
fizykochemiczne. Obecnos¢ fluorowanych pierscieni aromatycznych nadaje zwiazkowi
bardziej lipofilowy charakter, co moze ulatwia¢ oddziatywania z blonami biologicznymi.
Jednocze$nie rozbudowany uktad sprzezonych elektrondw sprzyja stabilizacji catlej
struktury kompleksu. Dodatkowo heterocykliczne ugrupowania triazolowe i diazynowe,
zawierajace donorowe atomy azotu, zapewniaja efektywna koordynacj¢ jonu srebra(l),
zwigkszajac trwato§¢ kompleksu. Obecnosc¢ tych fragmentdow moze rowniez wplywac na
interakcje z lipidowymi skladnikami bton komodrkowych, potencjalnie ulatwiajac
transport zwigzku przez bariery biologiczne. Whasciwosci te moga odgrywac istotng role
w obserwowanej aktywnos$ci biologicznej badanego kompleksu [12-14].

Testy biologiczne wskazaly na wyr6zniajaca aktywno$¢ przeciwgrzybicza
kompleksu (5) wobec klinicznych szczepow Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei
oraz C. glabrata (kolekcja ATCC).
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Minimalne st¢zenia hamujace (MIC) wynosity odpowiednio 0.18; 0.02; 0.13 oraz 0.06
pg/ml, co przewyzsza efektywnos$¢ samego worykonazolu. Badania oparte na metodach
mikrodyfuzji i oznaczaniu MIC wykazaly, ze kompleks wykazuje silniejszy efekt
fungistatyczny, co jest powiazane z synergistycznym dziataniem jonéw srebra(l), ktore
indukuja stres oksydacyjny w komodrkach grzybdéw, zaburzajac integralnos¢ bton i
hamujac funkcje mitochondrialne. Ponadto, obecnos¢ fluoru w ligandzie zwigksza
oddziatywanie na enzymy biosyntezy ergosterolu, co prowadzi do zaburzen metabolizmu
lipidow w patogenach. Analizy cytotoksycznosci kompleksu przeprowadzono takze na
ludzkiej linii fibroblastow plucnych (MRC-5). Zaobserwowano, ze kompleks wywotuje
cytotoksyczne efekty przy stezeniach nizszych niz wolny worykonazol, co wskazuje na
zwickszong aktywnos$¢ biologiczna, ale jednocze$nie podkresla konieczno$é
precyzyjnego okreslenia okna terapeutycznego. Badania mechanistyczne sugeruja, ze
toksyczno$¢ ta jest zwigzana z indukcja apoptozy poprzez generacje reaktywnych form
tlenu (ROS) i1 zaburzenia homeostazy jonowej w komodrkach ssakow (Tab. 4) [15-16].

Tabela 4. Porownanie aktywnosci biologicznej komplesow (5) i (6) [12-15,18]

Table 4. A comparison of complexes (5) and (6) biological activity [12-15,18]
Kompleks (5) Kompleks (6)
Patogen/Szczep (MIC pg/ml) (aktywnosé)
Candida albicans 0,18 aktywny (\.vasoki potencjat
fungistatyczny)
Candida parapsilosis 0,02 brak danych
Candida krusei 0,13 brak danych
Candida glabrata 0,06 brak danych
Escherichia coli brak danych wysoka aktywnos¢
Pseudomonas aeruginosa brak danych wysoka aktywnos¢
MRSA (Staphylococcus aureusoporny) brak danych potwierdzona aktywno$é
Enterococcus faecalis brak danych potwierdzona aktywno$é
MRC-5 (linia komorkowa cztowieka) cytotoksyczny nie oceniano

1.3. KOMPLEKSY SREBRA Z LIGANDAMI POCHODZENIA
NATURALNEGO

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczacy wzrost zainteresowania kompleksami
srebra(I) zawierajacymi ligandy pochodzenia naturalnego. Kierunek ten stanowi
polaczenie chemii koordynacyjnej z chemia produktéw naturalnych i wpisuje si¢ w trend
poszukiwania nowych zwigzkow biologicznie aktywnych o ograniczonej toksycznosci
wzgledem zdrowych komorek. W przeciwienstwie do klasycznych ligandow
syntetycznych zwiazki pochodzenia naturalnego charakteryzuja si¢ duza réoznorodnoscia
strukturalng oraz obecnos$cig licznych grup funkcyjnych zdolnych do koordynacji jonéw
metali. Szczegélne znaczenie maja grupy hydroksylowe, karbonylowe, aminowe i
karboksylowe, ktore umozliwiaja tworzenie trwatych uktadow chelatowych z jonami
srebra(l) [20-22].
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Wsréd naturalnych ligandoéw najczesciej wykorzystywanych do syntezy
komplekséw srebra znajduja si¢ flawonoidy (Tab. 5). Zwiazki te naleza do grupy
polifenoli szeroko wystepujacych w roslinach 1 wykazujacych wtasciwosci
przeciwutleniajace, przeciwzapalne oraz przeciwnowotworowe. Szczeg6lnie intensywnie
badane sa pochodne kwercetyny, chryzyny, luteoliny oraz kemferolu. Struktury te
zawieraja uktady hydroksylowo-karbonylowe zdolne do tworzenia stabilnych
komplekséw z jonami metali. Badania wykazaty, ze proces kompleksowania prowadzi
do modyfikacji rozktadu gestosci elektronowej w obrebie czasteczki oraz zwigkszenia
stabilno$ci chemicznej liganda. W wielu przypadkach obserwowano rowniez wzrost
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i przeciwnowotworowej w pordéwnaniu z wolnymi
flawonoidami, co tlumaczone jest efektem synergistycznym pomig¢dzy ligandem, a
centrum metalicznym [21-25].

Z punktu widzenia chemii koordynacyjnej szczeg6lnie istotna jest mozliwos¢
modyfikacji strukturalnej flawonoidéw. Zmiana liczby i potozenia grup hydroksylowych
wplywa bezposrednio na site koordynacji oraz geometri¢ powstajacych kompleksow.
Wprowadzenie grup metoksylowych zwigksza natomiast lipofilowo$¢ czasteczki i moze
wplywac na jej zdolnos¢ do przenikania przez btony biologiczne. Dzigki temu flawonoidy
stanowig uniwersalng platforme¢ do projektowania nowych ligandow o regulowanych
wiasciwos$ciach fizykochemicznych i biologicznych [21,23].

Druga wazng grupa naturalnych ligandéw sa kurkuminoidy (Tab. 5), ktérych
najbardziej znanym przedstawicielem jest kurkumina. Zwigzek ten zawiera
charakterystyczny uktad B-diketonowy zdolny do efektywnej chelatacji jonéw metali.
Kompleksowanie kurkuminy prowadzi do zwickszenia jej stabilno$ci chemicznej,
poniewaz wolna kurkumina ulega stosunkowo tatwej degradacji w $rodowisku
fizjologicznym. Wykazano ponadto, ze kompleksy metali zawierajace kurkuming
wykazujg zwickszong aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, przeciwzapalng oraz
przeciwnowotworowsg. Istotnym elementem projektowania takich ukladow jest
mozliwo§¢  modyfikowania pierScieni aromatycznych przez  wprowadzanie
podstawnikoéw elektronodonorowych lub elektronoakceptorowych, co pozwala
regulowac wlasciwosci elektronowe i reaktywnosc¢ catego kompleksu [20,24].

Coraz wigksza uwage poswigca si¢ rowniez alkaloidom jako potencjalnym
ligandom dla jondéw srebra. Szczegélnie interesujace sa pochodne berberyny,
sangwinaryny oraz innych alkaloidow heterocyklicznych zawierajacych atomy azotu
uczestniczace w procesie koordynacji. W przeciwienstwie do flawonoidow, ktore
koordynuja metale gltéwnie poprzez atomy tlenu, alkaloidy wykorzystuja donorowe
atomy azotu, prowadzac do powstawania odmiennych $rodowisk koordynacyjnych.
Rozbudowane uktady aromatyczne tych zwigzkow sprzyjaja oddzialywaniom z kwasami
nukleinowymi oraz biatkami komoérkowymi, co moze zwigksza¢ ich aktywnos$é
biologiczng [20,26].

Z punktu widzenia chemii koordynacyjnej istotne znaczenie ma sposob wiazania
naturalnych ligandow z jonem srebra(I). W przypadku flawonoidéow koordynacja
zachodzi najczesciej poprzez uktady hydroksylowo-karbonylowe, prowadzac do powsta-
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nia pigcio- lub sze$ciocztonowych pierscieni chelatowych. Powstanie takich struktur
zwigksza stabilno§¢ termodynamiczng komplekséw oraz modyfikuje rozklad gestosci
elektronowej w obrebie liganda. W rezultacie obserwuje si¢ zmniejszenie polarnosci
wybranych fragmentow czasteczki i wzrost jej charakteru lipofilowego, co moze sprzyjac
latwiejszemu przenikaniu przez btony biologiczne. Efekt ten jest szczeg6lnie widoczny
w przypadku flawonoidéw zawierajacych wigkszg liczbe pierScieni aromatycznych oraz
grup metoksylowych, ktére dodatkowo zwigkszaja powierzchni¢ oddziatywan
hydrofobowych [21,22,25].

Analiza pordwnawcza poszczegolnych klas naturalnych ligandow wskazuje, ze
ich whasciwosci koordynacyjne sa silnie uzaleznione od rodzaju atomow donorowych.
Flawonoidy i kurkuminoidy koordynuja jony srebra gltownie poprzez atomy tlenu,
natomiast alkaloidy wykorzystuja przede wszystkim donorowe atomy azotu. Powoduje
to powstawanie odmiennych srodowisk koordynacyjnych wokot centrum metalicznego,
co przektada si¢ na réznice w stabilnosci i reaktywnosci otrzymywanych kompleksow.
Kompleksy zawierajace ligandy azotowe czesto wykazuja wigksza trwalo§¢ w
roztworach wodnych, podczas gdy uktady oparte na ligandach tlenowych charakteryzuja
si¢ wickszg labilno$cia, ulatwiajaca stopniowe uwalnianie jonow  Ag(l)
odpowiedzialnych za aktywno$¢ biologiczng [20,22,26].

Tabela 5. Charakterystyka strukturalna, wtasciwosci koordynacyjne oraz aktywno$¢ biologiczna
naturalnych ligandéw wykorzystywanych do syntezy kompleksow srebra(I) [20-26]
Table 5. Structural characteristics, coordination properties, and biological activities of natural ligands

employed in the synthesis of silver(I) complexes [20-26]

Glowne Najczestsze Gloéwne efek
Klasa liganda atomy Typ koordynacji Jeze . . . v
modyfikacje biologiczne
donorowe
hel -i6- ki j
Flawonoidy 0.0 chelatowe 5-1 6 _OH, -OCH, antyo sydacyjne,
czlonowe przeciwnowotworowe
podstawienie rzeciwzapalne
Kurkuminoidy 0,0 B-diketon pier§cieni p. P ’
przeciwdrobnoustrojowe
aromatycznych
koordynacja przez modyfikacje interakcje z DNA
Alkaloidy ~ N,NIlubN,0 yaaca p ukladow J
N heterocykliczny cytotoksycznosé
aromatycznych

Istotna role odgrywa rowniez stopien aromatycznos$ci liganda. Rozbudowane
uktady n-elektronowe obecne we flawonoidach, alkaloidach i kurkuminoidach sprzyjaja
oddzialywaniom n-n z biomolekutami, w szczegolnosci z zasadami azotowymi DNA oraz
aromatycznymi fragmentami biatek. Zwigkszenie liczby sprz¢zonych pierscieni
aromatycznych prowadzi zwykle do wzrostu stabilnosci kompleksow oraz ich zdolnosci
do tworzenia struktur supramolekularnych. Jednoczes$nie nadmierne zwigkszenie
hydrofobowos$ci moze ogranicza¢ rozpuszczalno$¢ w $rodowisku wodnym, dlatego
projektowanie nowych kompleksow opiera si¢ na zachowaniu réwnowagi pomigdzy
stabilnos$cig koordynacyjna, lipofilowoscig oraz biodostepnoscia [21,23,24].
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Wspolng cechg wigkszosci kompleksow srebra z ligandami pochodzenia
naturalnego jest obserwowany efekt synergistyczny wynikajacy z potaczenia aktywnosci
biologicznej liganda z wlasciwosciami biobdjczymi jonu Ag(I). Kompleksowanie
wplywa na rozpuszczalnos¢, stabilno$¢ oraz zdolnos$¢ transportu zwigzkow przez bariery
biologiczne, a takze moze modyfikowa¢ ich oddziatywania z biomolekutami. Dzigki
duzej réznorodnosci strukturalnej naturalnych metabolitow oraz mozliwosci ich dalszej
funkcjonalizacji, zwigzki te stanowig obecnie jedna z najbardziej perspektywicznych
grup badanych w chemii medycznej srebra. W literaturze podkresla si¢, ze dalszy rozwdj
tej dziedziny moze doprowadzi¢ do opracowania nowych komplekséw o wysokiej
selektywnos$ci dziatania, zdolnych do zwalczania drobnoustrojow wieloopornych oraz
wspomagania terapii przeciwnowotworowych [20-26].

1.4. NANOMATERIALY SREBROWE

Nanoczastki srebra biosyntetyzowane przy uzyciu ekstraktow roslinnych
stanowig nowoczesne rozwigzanie, ktore laczy efektywnos¢ dziatania z minimalnym
wplywem na §rodowisko naturalne. Proces ten jest nie tylko ekonomiczny, ale réwniez
eliminuje potrzebe stosowania niebezpiecznych substancji chemicznych, co ma istotne
znaczenie w kontekScie produkcji przemystowej oraz szerokiego zastosowania w
medycynie. Wykorzystanie ekstraktow roslinnych takich jak Salvia sclarea umozliwia
kontrole nad wielkoscia, ksztatltem i morfologia nanoczastek, co z kolei wptywa na ich
wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne.

Z punktu widzenia wlasciwosci fizycznych, nanoczastki srebra charakteryzuja
si¢ wysokim stosunkiem powierzchni do objetosci, co sprawia, ze ich powierzchnia
aktywna jest znacznie wigksza niz w przypadku konwencjonalnych czastek o wickszych
rozmiarach. Dzigki temu nanoczastki wykazuja zwigkszong reaktywno$¢ i zdolnos¢ do
interakcji z komorkami mikroorganizméw. Ponadto, dzicki charakterystycznym
wlasciwos$ciom optycznym wynikajacym z powierzchniowego rezonansu plazmonowego
oraz korzystnym wlasciwosciom elektrycznym, AgNPs znajdujg zastosowanie w
zaawansowanych systemach biosensorycznych, gdzie stuzg jako elementy wzmacniajgce
sygnat detekcyjny. Nanoczastki te wykazuja rowniez aktywno$¢ Kkatalityczna,
przyspieszajac przebieg wybranych reakcji chemicznych i1 proceséw degradacji
zanieczyszczen. Dodatkowo sa powszechnie stosowane jako sktadnik materialow
tekstylnych i opakowan aktywnych, ktorym nadaja wilasciwosci antybakteryjne i
przeciwgrzybicze, zwigkszajac bezpieczenstwo uzytkowania oraz trwatos¢ produktow.

Z biologicznego punktu widzenia, mechanizmy dzialania nanoczastek srebra
wobec drobnoustrojow sa wieloaspektowe i wcigz stanowia przedmiot intensywnych
badan. Uwaza si¢, ze AgNPs moga przenika¢ przez blony komorkowe bakterii,
powodujac zaktocenia w strukturze blony, co prowadzi do jej uszkodzenia i w
konsekwencji do $mierci komorki.

Dodatkowo, nanoczastki srebra moga generowa¢ reaktywne formy tlenu (ROS), ktore
wywotluja stres oksydacyjny w komoérkach drobnoustrojow, prowadzac do uszkodzenia
DNA, biatek oraz lipidow blonowych. Tego rodzaju mechanizmy tacza si¢ tworzac silne
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dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, ktore jest trudne do pokonania przez rozwijajace si¢
mechanizmy opornosci.

Kolejnym istotnym aspektem, ktory wyroznia biosyntetyzowane nanoczastki
srebra, jest ich biokompatybilno$¢ i niska toksycznos¢ wzgledem komorek ludzkich. W
przeciwienstwie do nanomateriatdw produkowanych metodami chemicznymi, zielona
synteza pozwala na uzyskanie nanoczastek pokrytych naturalnymi zwigzkami
pochodzacymi z ekstraktéw roslinnych, ktore dziataja stabilizujaco i moga zmniejszaé
potencjalne skutki uboczne. To sprawia, ze takie nanomaterialy sa bardziej
perspektywiczne w zastosowaniach klinicznych, zwlaszcza w terapii miejscowej infekc;ji,
powtok antybakteryjnych implantow czy w produkcji opatrunkow medycznych.

W odniesieniu do aktywnosci przeciwgrzybiczej, nanoczastki srebra wykazuja
unikalng zdolno$¢ do oddziatlywania na $ciang¢ komoérkowa i blone cytoplazmatyczna
grzybow, a takze do zaktocania funkcji enzymatycznych, co prowadzi do zahamowania
wzrostu i rozwoju patogenow grzybiczych. Jest to szczegélnie istotne w przypadku
drozdzakéw z rodzaju Candida, ktére s3 glownymi czynnikami infekcji
oportunistycznych u pacjentéw z oslabiong odpornosciag. W obliczu narastajacej
opornosci na klasyczne leki przeciwgrzybicze, biosyntetyzowane AgNPs oferuja
alternatywe o szerokim spektrum dzialania i potencjale synergii z istniejacymi terapiami.

W kontekscie przyszlych zastosowan, biosyntetyzowane nanoczastki srebra
moga znalez¢ miejsce nie tylko w medycynie, ale rowniez w ochronie srodowiska, np.
jako $rodki dezynfekujace w wodzie uzytkowej, a takze w rolnictwie, gdzie mogg by¢
wykorzystywane do zwalczania fitopatogenow bez szkodliwego wplywu na ekosystem.
Ponadto, dzigki mozliwosci modyfikacji powierzchni nanoczastek poprzez adsorpcje
réznych biomolekut, mozliwe jest dostosowanie ich witasciwosci do specyficznych
potrzeb aplikacyjnych, co otwiera szerokie pole do dalszych badan i innowacji.

Zielona synteza nanoczastek srebra z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych
stanowi obiecujaca i zrownowazong strategi¢ produkcji nanomaterialdw o szerokim
spektrum zastosowan. Wysoka aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, niska toksycznosc¢ i
ekologiczny charakter procesu produkcji czynig te nanoczastki atrakcyjnym materialem
w dobie rosngcych wyzwan zwigzanych z opornoscig drobnoustrojow i potrzebg
zrdbwnowazonego rozwoju technologii. Dalsze badania nad mechanizmami dzialania,
optymalizacja procesu syntezy oraz testami aplikacyjnymi pozwolg na peine
wykorzystanie potencjatu tych innowacyjnych nanomateriatow [27-31].

UWAGI KONCOWE

Kompleksy srebra z ligandami aromatycznymi wykazuja znaczacy potencjat
jako $rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz przeciwnowotworowe, co czyni je
obiecujagcymi  kandydatami w medycynie nowoczesnej. Obecnos¢ pierScieni
aromatycznych i heteroatomow w strukturze ligandéw sprzyja stabilizacji jonow srebra,
a roznorodno$¢ chemiczna ligandow, obejmujgca m.in. ugrupowania pirydynowe,
benzimidazolowe oraz furany; wptywa korzystnie na selektywnos¢ i zakres aktywnosci
biologicznej badanych zwigzkéw. Kompleksowe badania obejmujace syntezg,
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charakterystyke strukturalng oraz oceng aktywnosci biologicznej na réznych modelach
komoérkowych i mikroorganizmach stanowia mocny fundament dla dalszego rozwoju
tych zwigzkéw. Szczegdlnie obiecujace sa doniesienia dotyczace kompleksow
zawierajacych 9,9-di-(4-metoksyfenylo)-4,5-diazafluoren, ktore wykazuja selektywnosé¢
wobec komorek raka ptuc, wskazujac na potencjat terapii ukierunkowane;.

Niemniej jednak obecne badania cechuje kilka istotnych ograniczen.
Przewazajaca czg$¢ analiz opiera si¢ na modelach in vitro, co podkresla pilng potrzebe
przeprowadzenia badan in vivo w celu weryfikacji toksycznosci, biodostgpnosci oraz
skuteczno$ci terapeutycznej w warunkach organizmu zywego. Ponadto, ograniczony
zakres testowanych patogenéw sugeruje konieczno$¢ rozszerzenia badan
mikrobiologicznych w celu lepszego okreslenia spektrum dziatania kompleksow.

Na szczeg6lng uwage zastuguja rowniez kompleksy srebra zawierajace ligandy
pochodzenia naturalnego, ktére stanowia obiecujace polaczenie wiasciwosci
biologicznych naturalnych metabolitéw z aktywnoscia charakterystyczng dla jonow
srebra(I). Flawonoidy, kurkuminoidy oraz alkaloidy wykazuja duza réznorodnosé
strukturalng i obecno$¢ licznych grup donorowych umozliwiajacych efektywna
koordynacje centrum metalicznego. Dotychczasowe badania wskazuja, ze
kompleksowanie tych zwigzkéw moze prowadzié¢ do zwigkszenia stabilno$ci chemicznej,
poprawy biodostepnosci oraz nasilenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i
przeciwnowotworowej wzgledem wolnych ligandow. Jednoczesnie szerokie mozliwosci
modyfikacji strukturalnych tych ligandéw stwarzaja perspektywy racjonalnego
projektowania nowych kompleksoéw srebra o kontrolowanych wlasciwosciach
fizykochemicznych, zwigkszonej selektywnosci dzialania i ograniczonej toksycznosci.

W kontekscie nanoczastek srebra, biosynteza przy uzyciu ekstraktow roslinnych
stanowi istotng zalet¢ ze wzgledu na zredukowanie stosowania toksycznych substancji i
zmniejszenie negatywnego wplywu na Srodowisko. Jednakze brak standaryzacji w
kontrolowaniu wielkosci, ksztattu oraz wtasciwosci fizykochemicznych tych nanoczastek
utrudnia oceng ich potencjalu terapeutycznego oraz bezpieczenstwa, co wymaga
dalszych, szczegdtowych badan farmakokinetycznych i toksykologicznych.

Dodatkowo, obecnos$¢ atoméw fluoru w kompleksach worykonazolu znaczaco
zwigksza ich aktywno$¢ przeciwgrzybicza, ale jednoczes$nie wiaze si¢ z podwyzszona
toksycznoscia, co wymaga doktadnej optymalizacji dawkowania i ustalenia profilu
bezpieczenstwa. Taka korelacja pomigdzy wzrostem efektywnosci biologicznej
a ryzykiem cytotoksycznosci jest charakterystyczna dla lekow metalicznych i stanowi
jedno z gtownych wyzwan w ich rozwoju.

Podsumowujac,  kompleksy  srebra z  ligandami  aromatycznymi
oraz nanoczgstki srebra stanowig obiecujacg grupe zwiazkow do dalszych badan, jednak
niezbedne sg rozbudowane badania in vivo, optymalizacja stabilnosci i selektywnosci
dziatania oraz szczegdtowa analiza toksycznosci. Kluczowe jest poglebienie zrozumienia
mechanizmoéw dziatania tych kompleksow oraz interakcji z organizmem, aby umozliwi¢
bezpieczne i skuteczne wykorzystanie tych zwigzkow w terapii.
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Dr hab. Marek Brzezinski, prof. CBMiM PAN uzyskat stopien doktora
nauk chemicznych w 2014, tytul rozprawy: ,,Modyfikowane polilaktydy
zdolne do samoorganizacji. Synteza i wlasciwosci”. W latach 2015-2017
odbyl dwuletni staz w ramach stypendium Humboldta na Wolnym
Uniwersytecie w Berlinie (opiekun stazu: prof. Sebastian Seiffert/prof.
Marcelo Calder6n). W 2021 uzyskat stopien doktora habilitowanego za zbior
osiagni¢¢ naukowych zatytulowany: Mikro- i nano-czastki polilaktydowe,
| jako potencjalne nosniki lekow w terapiach przeciwnowotworowych.
Glowne zainteresowania naukowe to polimerowe systemy dostarczania lekow i w tej dziedzinie byt
lub jest kierownikiem grantdw NCN (Sonata, Preludium BIS, Sonata BIS). Jest autorem 70
artykutéw naukowych, cytowanych tacznie 1570 razy (indeks H = 22). Lubi jezdzi¢ na rowerze,
spacerowac z psem, gra¢ w siatkowke i czytac fantastyke.

@ https://orcid.org/0000-0001-7620-4438

Prof. dr hab. Przemyslaw Kubisa jest emerytowanym profesorem w
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych (CBMM PAN) w
Lodzi. Jego glownymi zainteresowaniami badawczymi byly badania
kinetyki i mechanizmow kationowej polimeryzacji z otwarciem pierscienia
cyklicznych acetali, eterow 1 estrow oraz polimeryzacji w cieczach
jonowych, w tym polimeryzacji z przeniesieniem atomu (ATRP). Jest
autorem 155 oryginalnych artykulow badawczych oraz 22 artykutow
przegladowych lub rozdziatéw w ksigzkach, cytowanych tacznie 7530 razy

i i (indeks H = 44). W latach 19962011 byt cztonkiem Wydziatu Polimerow
IUPAC w tym w latach 2000-2005 jako cztonek rzeczywisty (Titular Member).

1

[=] [=] @ https://orcid.org/0000-0001-9823-3045

Dr Bartlomiej Kost, specjalista w dziedzinie chemii polimeréw. Stopien
doktora nauk chemicznych uzyskal w 2021 roku w Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w £odzi na
podstawie rozprawy pt. ,,Supramolekularne polilaktydy jako potencjalne
no$niki substancji biologicznie aktywnych. Od poczatku swojej kariery
zawodowej zwigzany jest z Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN w Lodzi. Jego zainteresowania badawcze
koncentruja si¢ na syntezie i modyfikacji polimeréw biodegradowalnych,
chemii supramolekularnej, materiatach funkcjonalnych oraz opracowywaniu
nowoczesnych nosnikéw substancji biologicznie aktywnych. Szczegélne
miejsce w jego dziatalnoéci naukowej zajmuje projektowanie polimerdw o przyspieszonej
degradowalnosci.
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Dr hab. Melania Bednarek w latach 2000-2007 odbyta krétkoterminowe
staze na Uniwersytecie w Lyngby (Dania), za$ w latach 2008-2015 realizowata
wspolne projekty z grupa polimeréw na Uniwersytecie w Gandawie (Belgia).
Zajmuje si¢ polimeryzacjg z otwarciem pierscienia cyklicznych eterow i
estrow, prowadzaca do dobrze zdefiniowanych produktéw. Ostatnio jej
badania koncentruja si¢ na (bio)degradowalnych poliestrach i ich
wykorzystaniu do syntezy inteligentnych materiatow, takich jak dynamiczne
sieci polimerowe. Lubi podrdze i teatr.

Dr hab. Tadeusz Biela prof. CBMM PAN w latach 1995-96 odbyt staz
podoktorski na University of Southern California, USA w grupie prof. Hogen-
Escha. W latach 2001-2004 odbyt miesigczne pobyty w Deutsches Kunststoff-
Institut w Darmstadcie, w Niemczech, w grupie prof. Haralda Pasch (realizacja
wspoélnych projektow badawczych). Glowne zainteresowania naukowe:
polimeryzacja cyklicznych estrow alifatycznych, polimery silnie rozgat¢zione
i supramolekularne, polimery biozgodne i biodegradowalne, materialy
polimerowe do zastosowan biomedycznych, zastosowanie metody SEC-
MALLS w analizie polimeréw. Zainteresowania: kolekcjonowanie sztuki.
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ABSTRACT

Stereocomplexation between enantiomeric counterparts is a versatile tool for
tailoring the properties of polymer-based materials. The Reactive and
Supramolecular Polymers (RSP) group has developed an approach to control
polylactide self-assembly by leveraging various supramolecular interactions. In this
work, the stereocomplexation between enantiomeric PLLA and PDLA was enhanced
via end-group interactions, yielding novel material morphologies and properties. Our
primary focus was the preparation of micro- and nano-particles for targeted drug
delivery.

We elucidated the conditions under which PLLA and PDLA spontaneously
form microparticles in various solvents, including THF, 1,4-dioxane, or their
mixtures. These particles were subsequently loaded with vitamins or anticancer drugs
as Dbiologically active ingredients. Alternatively, a microfluidic method was
employed to prepare stereocomplexed microparticles with stimuli-responsive
properties. In parallel, we investigated the therapeutic efficacy of stereocomplexed
nanoparticles—obtained via nanoprecipitation or spray-drying—against cancer cells
and HIV-infected cells. Finally, the thermal stability of the resulting stereocomplexes
was enhanced by incorporating star-shaped polylactides or polylactides grafted onto
the surface of multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs). Additionally, reversible
gels in N-methylpyrrolidone were achieved by mixing enantiomeric star-shaped
PLLA and PDLA.

Building on these principles, we design micro- and nanoparticles with
enhanced stability and stimuli-responsive properties for on-demand cargo release.
This approach serves as a robust platform for engineering a new class of polymeric
materials for versatile biomedical applications.

Keywords: stereocomplex, polylactide, microparticles, nanoparticles, polymeric
materials

Stowa kluczowe: stereokompleks, polilaktyd, mikroczgstki, nanoczastki, materiaty
polimerowe
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
PLA - polilaktyd
ROP - ang. ring opening polymerization, polimeryzacja z otwarciem pier§cienia
FTIR — spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera
WAXD - szerokokatowa dyfrakcja rentgenowska
DSC — skaningowa kalorymetria réznicowa
AP — 2-aminopirydyna
IC - izocysteina
U —urydyna
UPy — 2-ureido-4[ 1H]-pirymidynon
UPy-OH — 2-ureido-4[ 1H]-pirymidynon
PTMC — poli(weglan trimetylenu)
PCL — poli(e-kaprolakton)
TMC —weglan trimetylenu
CL — e-kaprolakton
GA- kwas glikolowy (kwas 2-hydroksyoctowy)
EG - glikol etylenowy
BHPA — kwas 2,2-bis(hydroksymetylo)propionowy
DIOX- 1,4-dioksan
NPs — nanoczastki
NBD - nitrobenzoksadiazol
PBS — bufor fosforanowy
EDS — spektroskopia rentgenowska z dyspersjg energii
THF — tetrahydrofuran
XPS — rentgenowska spektroskopia fotoelektronow
AT — atropina
B-CD — B-cyklodekstryna
MB-CD — metylowana - B-cyklodekstryna
PC3 — komérki raka prostaty
HeLa — komorki raka szyjki macicy
Q — kwercetyna
SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa
AFM — mikroskopia sit atomowych
TBARS — wskaznik poziomu substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
A459 — komorki raka ptuc
K562 — rak przewleklej biataczki szpikowej
TAF — fumaran alafenamidu tenofowiru
AGS — komorki raka Zzotadka
CHI - chitozan
Jurkat E6 — komorki ludzkich limfocytow typu T
sc-PLA — streokompleks PLA
"H ROESY NMR - spektroskopia NOE w rotujgcym uktadzie wspotrzednych (z ang.
Rotation Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy)
DOX — doksorubicyna
(S)-PLA/(R)-PLA/CHI — nanoczastki ztozone z sc-PLA oraz CHI
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NMP — N-metylopirolidon

PLA-OH — PLA zakonczony grupami hydroksylowymi

PLA-COOH — PLA zakonczony grupami karboksylowymi

MWCNTs — wielo$cienne nanorurki weglowe

MWCNT-g-PLA — PLA zaszczepiony na MWCNT

RAFT — polimeryzacji z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem
fancucha
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WPROWADZENIE

Zespot Polimerow Reaktywnych 1 Supramolekularnych powstat w Centrum
Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w 2014 roku.
W zespole realizowane sg projekty badawcze ukierunkowane na modyfikacje
wlasciwosci materiatow polimerowych: (1) poprzez wprowadzanie do tancucha
makroczgsteczek ugrupowan zdolnych do oddziatywan supramolekularnych, (2)
poprzez otrzymanie sieci polimerowych zawierajacych zaré6wno odwracalne, jak i
nieodwracalne wigzania chemiczne. Ma to na celu kontrol¢ uwalniania substancji
aktywnych, sterowanie szybkoscig ich degradacji czy tez otrzymanie materiatlow
samonaprawiajacych. Najdtuzej rozwijang tematykg badawcza w zespole jest synteza
poliestrow z ukierunkowaniem na otrzymywanie polilaktydu (PLA). Nowatorskim
podejsciem w modyfikacji PLA bylo potaczenie dwodch Iub wigcej oddziatywan
supramolekularnych w jednym materiale polimerowym. Wsrod tych oddziatywan
stereokompleksowanie stanowi rodzaj klamry tematycznej, ktora — przynajmniej
w duzej mierze — spaja wigkszo$¢ realizowanych projektoéw badawczych.
W poczatkowym etapie badan skupiono si¢ na zrozumieniu wptywu tych
oddzialywan na finalne wlasciwosci materiatlow, jednakze z czasem skupiono si¢ na
ich wykorzystaniu w kontrolowanym uwalnianiu réznego rodzaju substancji
aktywnych z zaprojektowanych mikro- i nano-czastek polimerowych. Tego typu
materiaty supramolekularne znajdujg si¢ w centrum zainteresowania wielu grup
badawczych na catlym $wiecie. Zastosowanie stereokompleksowania PLA oraz
wprowadzenie dodatkowych oddzialywan supramolekularnych doprowadzito do
mozliwosci kontrolowanej degradacji i hydrolizy takich materialéw, co pozwala na
kontrolowane uwalnianie substancji aktywnych. Mozna przypuszczaé, ze materialy
te moga stanowi¢ uniwersalne no$niki lekdw.

W ramach niniejszego artykulu przedstawione zostaty metody syntezy
enancjomerycznych PLA o ro6znej architekturze i dodatkowo wyposazonych
w odpowiednie ugrupowania supramolekularne, ktére pozwalaja na sterowanie
morfologia i wlasciwosciami otrzymanych z nich materiatow.

1. STEREOKOMPLEKSOWANIE

Stereokompleksy  polimerowe sa  wynikiem  stereoselektywnych
oddziatywan pomig¢dzy dwoma komplementarnymi stereoregularnymi fancuchami
polimerowymi. Wytworzone w ten sposdéb kompleksy wykazuja wlasciwosci
fizyczne réznigce si¢ od wlasciwosci wyjsciowych stereoregularnych polimerow.
Sita napedowa tworzenia polimerowych komplekséw sa stabe oddziatywania
pomigdzy jednostkami powtarzalnymi wystepujacymi w obu typach makro-
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czasteczek. Jakkolwiek indywidualne oddzialywania sg stabe, ich zwielokrotnienie
sprawia, ze skladniki polimerowych komplekséw moga by¢ stosunkowo silnie ze
sobg zwigzane. Stereokompleksy powstaja w wyniku oddzialywan pomiedzy
makroczgsteczkami o przeciwnej chiralno$ci (S- 1 R-) lub makroczasteczkami izo- i
syndiotaktycznymi.

Typowymi  przypadkami  ukladow stereokompleksowych sa
stereokompleksy izotaktycznego i syndiotaktycznego poli(metakrylanu metylu) oraz
poli(S-laktydu)((S)-PLA) i poli(R-laktydu)((R)-PLA). Warunkiem koniecznym
wystapienia zjawiska taktyczno$ci jest istnienie centrum stereogenicznego w kazdym
merze polimeru. W polimerze izotaktycznym podstawniki sg utozone we wszystkich
merach jednakowo, tzn. wystepuja zawsze po jednej stronie gldéwnego tancucha,
natomiast w polimerze syndiotaktycznym podstawniki sg ulozone $cisle
naprzemiennie. W sytuacji, gdy nie ma tego rodzaju regularnosci, polimer jest
ataktyczny.

Stereokompleksy izotaktycznego i1 syndiotaktycznego poli(metakrylanu
metylu) zostaty odkryte w 1958 r. przez Foxa i wspolpracownikéw [1] z kolei Hideto
Tsuji w1987 1. odkryl powstawanie stereokomplekséw  pomiedzy
enancjomerycznymi tancuchami polimeréow (R)-PLA i (S)-PLA [2]. Jakkolwiek
istnieje stosunkowo duza grupa polimeréw mogacych tworzy¢ stereokompleksy, np.
niektore poliestry, poliweglany czy poliimidy [3], nie majg one wigkszego
praktycznego zastosowania ze wzgledu na to, ze trudno jest otrzymad
enancjomerycznie czyste makroczasteczki. Obecnie najwigksze zainteresowanie
budzg stereokompleksy polilaktydu ze wzgledu na dobrg dostgpnosé obu
enancjomerycznych monomerdw oraz ich biozgodnos$¢.

1.1. STEREOKOMPLEKSOWANIE (R)-PLA i (S)-PLA

Laktyd, cykliczny monomer stosowany w polimeryzacji z otwarciem
pierscienia (ROP) prowadzacej do polilaktydu, zawiera w czasteczce dwa
asymetryczne atomy wegla. Istnieja zatem trzy rézne diastereoizomery tego
monomeru: (R,R) — laktyd, (S,S) — laktyd oraz izomer mezo (R,S) — laktyd.
Polimeryzacja poszczegdlnych diastereoizomeréw prowadzi w dwodch pierwszych
przypadkach do izotaktycznych, optycznie czynnych czgsciowo krystalicznych
polilaktydéw, odpowiednio do (R)-PLA (PDLA) i (S)-PLA (PLLA), za§ w trzecim
przypadku do ataktycznego, racemicznego polilaktydu amorficznego. Wykazano, ze
rownomolowa mieszanina izotaktycznych, enancjomerycznych polilaktydow o
przeciwnych konfiguracjach prowadzi do stereokompleksu, ktory charakteryzuje si¢
wyzszag o ~50 °C temperaturg topnienia (7m = 230 °C), w pordwnaniu z Tn
tworzacych go sktadnikow (7m = 180 °C)[4]. Poczatkowo sadzono, ze za tworzenie
stereokomplekséw odpowiedzialne sa oddzialywania van der Waalsa migdzy



STEREOKOMPLEKSOWANIE 1685

dipolami grup karbonylowych [5]. Wykazano jednak, Ze rzeczywista sita napedowa
powstawania stereokompleksow PLA jest tworzenie stabych wielocentrowych
wigzan wodorowych C—H-O-C pomiedzy grupami metylowymi i metinowymi
a grupami karbonylowymi. Energia tych wigzan jest nizsza niz w przypadku
typowych wigzan wodorowych np. N-H--O—C lub O-H:O i wynosi 1-2 kcal/mol
(~4-8 kJ/mol) [6]. Oddzialywania pomigdzy grupami metylowymi (oraz
metinowymi) a karbonylowymi sa silniejsze w przypadku makroczasteczek
o przeciwnej chiralno$ci niz w przypadku tych o identycznej konfiguracji. Ta roznica
w energii oddzialywania sprawia, ze termodynamicznie uprzywilejowane jest
powstawanie stereokompleksow (tworzonych przez enancjomery S- i R-), a nie
homokomplekséw sktadajacych si¢ z tancuchéw o tej samej chiralnosci. W swoim
wyczerpujacym artykule przegladowym H. Tsuji [7], powolujac si¢ na prace nad
widmami spektroskopii w podczerwieni (FTIR), potwierdza, ze oddziatywanie
pomiedzy tancuchami w stereokompleksach polilaktydu jest wynikiem wigzania
wodorowego CHsz O 1 to stanowi sile napgdowa tworzenia stereokompleksu.
Niezwykle istotny jest fakt, ze tworzenie stereokompleksow korzystnie wptywa na
wlasciwosci termiczne i mechaniczne otrzymanych materialow, a takze zwicksza
odporno$¢ na hydrolize. Stymuluje to ich biomedyczne zastosowania, np.
rusztowania w inzynierii tkankowej i w konstrukcji no$nikow lekow o kontrolowane;j
szybko$ci dozowania [8]. Duze zainteresowanie materiatami opartymi na
stereokompleksiec PLA zaowocowalo réwniez intensywnymi badaniami nad
uktadami o bardziej ztozonej architekturze makroczasteczek. W literaturze szeroko
opisano m.in. stereokompleksy polilaktydéw gwiazdzistych o roznej liczbie ramion,
a takze kopolimeréw szczepionych, cyklicznych czy szczotkowych [9].

Rysunek 1. Oddzialywania pomigdzy enancjomerycznymi (R)-PLA (PDLA) i (S)-PLA (PLLA) (grafika z
pracy: Macromolecules 38 (2005) 8362—8371).

Figure 1. The interactions between (R)-PLA (PDLA) and (S)-PLA (PLLA) enantiomeric chains (image from:
Macromolecules 38 (2005) 8362—8371).
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1.2. METODY BADANIA STEREOKOMPLEKSOWANIA

W celu potwierdzenia utworzenia stereokompleksu PLA metodg pierwszego
wyboru jest spektroskopia w podczerwieni, w ktorej po otrzymaniu stereokompleksu
pojawia si¢ charakterystyczne pasmo przy 908-909 cm™ pochodzace od B-helisy
stereokompleksu. Druga najczesciej stosowang metodg jest skaningowa kalorymetria
réznicowa (DSC), ze wzgledu na fakt, ze temperatura topnienia stereokompleksu jest
o okoto 50 °C wyzsza niz temperatura topnienia enancjomerycznych (R)-PLA
1 (S)-PLA. Dodatkowo stosuje si¢ szerokokatowg dyfrakcje rentgenowskg (WAXD),
poniewaz stereokompleks PLA charakteryzuje sie pikami dyfrakcyjnymi przy 20 =
12, 21 oraz 24°, co odrdznia go od enancjomerycznych PLA, ktoére wykazuja piki
dyfrakcji przy 20 =15, 17, 19 oraz 22,5° [6]. Metody te pozwalajg rowniez stwierdzi¢
obecno$¢ homokrystalitow w badanym stereokompleksie, czyli jednorodno$¢
otrzymanego materialu. Rzadziej stosuje si¢ spektroskopie¢ magnetycznego
rezonansu jadrowego ('3C NMR) w ciele stalym, w ktorej obserwuje si¢ przesuniecie
piku grupy karbonylowej od 169,7 ppm do 173,3 ppm (krystality stereokompleksu
PLA (sc-PLA))[10].

2. BADANIA WLASNE

2.1. STEREOKOMPLEKSOWANIE LINIOWYCH i GWIAZDZISTYCH
PLA

Opracowanie metod otrzymywania polilaktydow o strukturze gwiazdzistej z
wykorzystaniem wielofunkcyjnych inicjatoréw polimeryzacji LA, takich jak np.
dipentaerytrytol czy dendrymeréw, pozwolilo wykorzysta¢ je do syntezy
stereokomplekséw o nieliniowej strukturze. W badaniach nad stereokompleksami
polilaktydow  gwiazdzistych ~ wykorzystano  oddzielnie  zsyntetyzowane
poli(S)- i poli(R)-laktydy gwiazdziste o liczbie ramion 6, 13, 24 1 32. Zsyntetyzowano
réwniez stereokompleksy mieszane polilaktydow gwiazdzistych i liniowych,
zbudowane z 6-ramiennego (S)-PLA i liniowego (R)-PLA oraz 13-ramiennego
(S)-PLA i liniowego (R)-PLA. Stereokompleksy otrzymywano przez zmieszanie
rownomolowych roztworéw enancjomerycznych polilaktydéw w dichlorometanie, a
nastepnie powolne wytracenie uzyskanej mieszaniny do metanolu lub przez
bezposrednie zmieszanie stopionych komponentéw. Stereokompleksy analizowano
metodg DSC. Jak pokazano na Rys. 2, trwalos¢ termiczna uzyskanych
stereokompleksow zalezy od struktury PLA, z ktérego sa zbudowane. Na
termogramach DSC wigkszosci badanych probek zarejestrowano wylacznie dwa
efekty termiczne: pik egzotermiczny zimnej krystalizacji (w zakresie 75-85 °C) oraz
pik topnienia stereokompleksu (w temperaturze 200-205 °C). Wyjatek stanowity
makroczgsteczki liniowe i 6-ramienne, dla ktérych na krzywej DSC pojawit si¢
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dodatkowy pik topnienia krystalitow homochiralnych w temperaturze 171 i 172 °C.
Rowniez, w przypadku stereokompleksow otrzymanych przez bezposrednie
mieszanie w stopie w temperaturze 220 °C (tj. o 50 °C powyzej T wyjsciowych
sktadnikow (R)-PLA i (S)-PLA), uktady o liczbie ramion réwnej lub wigkszej niz 13
wykazywaty juz tylko jeden pik topnienia [11].
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Rysunek 2. Termogramy DSC stereokompleksow gwiazdzistych PLA o r6znej liczbie ramion. Opis
wykorzystanych enancjomerycznych PLA bezposrednio na rysunku. Drugi przebieg w DSC po stopieniu
probek i wygrzewaniu ich przez 2 min w temp. 250 °C, a nastgpnie szybkim schtodzeniu do temperatury
pokojowej w celu zachowania struktury amorficznej. Szybko$¢ ogrzewania wynosita 10 °C min™', szybkosé¢
chtodzenia 20 °C min! (grafika z pracy: Macromolecules 39 (2006) 3710-3713).

Figure 2. DSC thermograms of star-shaped PLA stereocomplexes with different numbers of arms. The
characteristics of the enantiomeric PLA samples used are provided directly in the figure. Thermograms were
recorded during the second DSC heating run after melting the samples, annealing them at 250 °C for 2 min, and
subsequently quenching them to room temperature to preserve the amorphous structure. The heating rate was
10 °C-min!, while the cooling rate exceeded 20 °C-min~! (image from: Macromolecules 39 (2006) 3710-3713).

Powod zwigkszonej stabilno$ci stereokomplekséw moze wynikaé z istnienia
szczegllnej geometrii oddzialywan pomigdzy ramionami w makroczasteczkach
gwiazdzistych. W  makroczasteczkach — gwiazdzistych ramiona tworzace
stereokompleksy mogg oddzialywaé gtownie w sposob antyrownolegly, ze wzgledu
na architektur¢ polimeréw. Natomiast réwnolegle oddziatywanie ramion struktur
gwiazdzistych jest trudniejsze z powodu przeszkod sterycznych. Jesli liczba ramion
jest dostateczna (>6), obserwujemy wzrost ich stabilnoéci termicznej. Cantow i
wspotpracownicy obliczyli energie oddziatywan (Eiy) pomiedzy liniowymi
fancuchami PLA (helisami) w komorce elementarnej. Wyniki tych obliczen
wyniosty: dla helis ulozonych rownolegle Einx = —119 kcal'mol™?, a dla
antyrownolegtych Ein;=—111 kcal-mol ! [5]. Dane te wskazuja, ze dla obu sposoboéw
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upakowania energia oddzialywan jest wicksza niz w przypadku krysztalow
enancjomerycznych (ztozonych z homochiralnych makroczasteczek), dla ktorych Ein
= —96 kcal-mol™!. Wedhlug tych obliczen helisy rownolegle oddziatuja nieco silniej
niz antyréwnolegle. To nie zgadza si¢ z hipoteza wyjasniajaca przyczyne wiekszej
stabilno$ci struktur gwiazdzistych. Warto zauwazy¢, ze obliczenia te, wskazujace
jedynie kilkuprocentowa réznice migdzy dwoma strukturami liniowymi, moga
jednak nie w peni odnosi¢ si¢ do struktur gwiazdzistych. Aby upewnic si¢, ze
obliczenia energii odzialywan w  stereokompleksach rownoleglych i
antyréwnoleglych sa poprawne, przeprowadzono badania na liniowych modelowych
uktadach, w ktorych tancuchy oligomerycznych (S)-PLA 1 (R)-PLA byly
wyposazone w sondy fluorescencyjne, odpowiednio w pozycjach ,,glowa” i ,,ogon”
[12].

Obserwowano wzrost fluorescencji w obu wypadkach tworzenia si¢
stereokomplekséw. Oznacza to, ze sondy w tworzacych si¢ stereokompleksach sa po
tej samej stronie lancuchéw (tworza ekscimery). Zatem stereokompleksy PLA
rownolegte i antyrownolegle tworzg si¢ z takim samym prawdopodobienstwem, co
w zasadzie potwierdza wyniki otrzymane przez Cantova [5]. Niestety powtorzenie
takiego eksperymentu z sondami fluoroscencyjnymi dla PLA gwiazdzistych, jest
niemozliwe ze wzgledéw sterycznych. Mozna natomiast przypuscié, ze stopienie
stereokompleksu gwiazdzistego o liczbie ramion wickszej niz 6 nie prowadzi do
petnej izotropizacji sktadnikow stopu. Na skutek kooperatywnych oddziatywan wielu
ramion gwiazd polilaktydowych, tworzg one w stanie stopionym nie w pelni
zdysocjowane agregaty  (,,prekursory”  krystalizacji) zlozone z kilku
makroczgsteczek. Duza liczba ramion uczestniczacych w tworzeniu takiego
stereokompleksowego agregatu sprawia, ze nawet przy dynamicznym zrywaniu si¢ i
ponownym tworzeniu wigzan wodorowych w stanie stopionym, zawsze jakas$ liczba
makroczgsteczek utrzymywana jest w stanie zagregowanym. Stereokompleksy
liniowych polilaktydow wykazuja wieksza odporno$¢ na hydrolityczng degradacje w
poréwnaniu ze strukturami homochiralnymi [13]. Zwickszenie tej odpornosci jest
spodziewane rowniez w stereokompleksach polilaktydow gwiazdzistych. Mozliwo$é
kontrolowania szybko$ci degradacji poprzez uzycie stereokompleksow sc-PLA
o odpowiedniej strukturze jest bardzo pozadana wszedzie tam, gdzie polilaktyd
stanowi material, np. na implanty lub “rusztowania” (ang. scaffolds), ktére majg
bioresorbowa¢ si¢ w organizmie po zadanym czasie. Sktad materialu moze
decydowac o czasie resorpcji.
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2.2. STEREOKOMPLEKSOWE CZASTKI
2.2.1. Mikroczgstki otrzymane poprzez stereokompleksowanie

Po raz pierwszy mikroczastki z sc-PLA otrzymat H. Tsuji [14] poprzez
zmieszanie roztworow (R)-PLA i (S)-PLA w acetonitrylu. W naszym zespole
skupiono si¢ na wptywie grup koncowych makroczasteczek na samoorganizacje
enancjomerycznych PLA  podczas tworzenia mikroczastek w  rdznych
rozpuszczalnikach organicznych. Na Rys. 3 przedstawiono grupy koncowe
wprowadzone do struktury PLA i w tym rozdziale oméwiony zostanie ich wplyw na
morfologi¢ 1 wlasciwosci mikroczgstek sc-PLA. W pierwszej pracy wykazano, ze
morfologia czastek rdzni si¢ znaczaco w zalezno$ci od rodzaju grupy koncowej
(hydroksylowej, butoksylowej, trifluorometoksylowej, heptafluorobutoksylowe;,
oksyetyloimidazolowej, oraz pochodzacej od imidazoliowej cieczy jonowej) oraz
zastosowanego rozpuszczalnika i stg¢zenia [15]. Regularne sferyczne mikroczastki
otrzymano w  1,4-dioksanie  (DIOX) =z  enancjomerycznych  PLA
funkcjonalizowanych pochodng cieczy jonowej, co sugeruje, ze oddziatywania
jonowe sprzyjaja utworzeniu tego typu morfologii czastek. W kolejnym etapie
postanowiono zbada¢ wplyw architektury makroczasteczki na samoorganizacje
stereokompleksowych mikroczastek. W tym celu wykorzystano szeScioramienny
(S-)-PLA i liniowy (R)-PLA wyposazony w grupy pochodzace od cieczy jonowe;.
Poprzez prosta zmiang jednego ze skladnikow mieszaniny stereokompleksujace;j,
udato si¢ po raz pierwszy otrzymac krysztaty koloidalne mikroczastek [16], czyli
mikroczgstki utozone w regularna, periodyczng strukture, jak przedstawiono
na Rys. 4. Dodatkowo, niewielka zmiana grup koncowych gwiazdzistego
polilaktydu, z hydroksylowych na karboksylowe, skutkowata zmiang wielkoS$ci
czastek sc-PLA z kilku mikrometréw na 400 nm [17], jednakze czastki te, pomimo
uporzadkowanej struktury, nie utworzyly krysztatéw koloidalnych. Za pomoca
techniki AFM wykazano, ze skladnikami budulcowymi mikrosfer sc-PLA sg
nanoziarna o wielkosci okoto 30 nm, ktére nastgpnie agreguja do odpowiedniej
wielkosci i podlegaja sedymentacji. Postulowano, ze mechanizm nukleacji i wzrostu
jest odpowiedni do opisu obserwowanego zjawiska.

W kolejnym etapie badania makroczasteczki PLA sfunkcjonalizowano
ugrupowaniami zdolnymi do tworzenia wigzan wodorowych: 2-aminopirydyna (AP),
izocytozynag (IC), urydyna (U) oraz 2-ureido-4[1H]-pirymidynonem (UPy) [18].
Szczegblnie istotna byla modyfikacja grupami UPy zdolnymi do tworzenia
czterokrotnych wigzan wodorowych i szeroko stosowanych do poprawy wlasciwosci
materialow polimerowych [19-21]. Po raz pierwszy wbudowano to ugrupowanie do
struktury PLA poprzez zastosowanie odpowiedniego inicjatora (UPy-OH) na jedna
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stron¢ tancucha oraz poprzez sprzeganie odpowiednim diizocyjanianem na oba konce
fancucha. Makroczasteczki (S)-PLA i (R)-PLA z ugrupowaniem UPy na jednym
koncu tancucha spontanicznie tworzyly stereokompleksowe mikrosfery w 1,4-
dioksanie, ale poprzez ich wytrgcenie z roztworu N-metylo-2-pirolidonu do metanolu
otrzymano najbardziej jednorodne mikroczastki. Z kolei wkraplanie (S)-PLA
i (R)-PLA z grupami UPy na obu koncach tancuchéw rozpuszczonych w
chloroformie do metanolu prowadzilo do otrzymania materialu o morfologii
fibrylarne;j [18].
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Rysunek 3. Rodzaje grup koncowych zastosowanych do modyfikacji struktury PLA.
Figure 3. The type of end groups used for the modification of the PLA structure.

Kontynuacja tych badan byta synteza kopolimeréw laktydu z weglanem
trimetylenu (TMC) oraz e-kaprolaktonem (CL) z ugrupowaniami UPy na obu
koncach tancucha. Otrzymano je poprzez reakcje hydroksylowych grup koncowych
poli(weglanu trimetylenu) (PTMC) oraz poli(e-kaprolaktonu) (PCL) z wcze$niej
otrzymanym PLA z grupa UPy na jednym koficu faficucha i izocyjanianowa na
drugim koncu tancucha, ktéra umozliwia sprzeganie z PTMC i PCL. W przypadku
makroczasteczek z TMC zaréwno kopolimery z grupami UPy, jak i ich
stereokompleksy  tworzyly = mikroczastki po  zastosowaniu  odwrotnego
nanowytracania (do roztworu (S)-PLA i (R)-PLA w 1,4-dioksanie dodawano powoli
metanol). Sytuacja zmieniata si¢ jednak diametralnie, gdy w kopolimerze blok TMC
zastapiono CL; ze wzgledu na ich krystalizacj¢ i separacj¢ fazowa nie utworzyly si¢
czastki sferyczne, tylko czastki o morfologii ptatkowe;.

Do modyfikacji morfologii czastek sc-PLA zastosowano rowniez metode
polimeryzacji matrycowej (templatowej). Polegata ona na polimeryzacji (R)-LA
w obecnosci (S)-PLA z zablokowanymi grupami koncowymi, co miato na celu
zapobieganie powstawaniu polimeréw stereoblokowych [22]. Polimeryzacje
prowadzono w tetrahydrofuranie w 80 °C w prozni przez 24 h. Stosujac te warunki,
udato si¢ otrzymac¢ mikroczastki o strukturze ptatka w ptatku, w ktoérych grubosé
jednego ptatka wynosita okoto 900 nm, a $rednica czastek wynosita okoto 5 um.
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Rysunek 4. Zdjecie SEM krysztatoéw koloidalnych sc-PLA (opisane w pracy: Macromol. Chem. Phys. 215
(2014) 27-31).
Figure 4. SEM microphotographs of sc-PLA colloidal crystals (described in: Macromol. Chem. Phys. 215
(2014) 27-31).

Metode mikroprzeptywow wykorzystano do otrzymania kropli emuls;ji
pojedynczej oraz podwojnej z polilaktydow funkcjonalizowanych ugrupowaniami
zdolnymi do tworzenia oddziatywan supramolekularnych, z ktérych nastgpnie
usunicto rozpuszczalnik organiczny w celu otrzymania mikroczastek o $rednicy
migdzy 40 a 160 pm. Za pomocg tej metody otrzymano mikroczastki
stereokompleksowe o relatywnie regularnej strukturze [23] oraz puste w Srodku [24]
zbudowane z polilaktydow funkcjonalizowanych ugrupowaniem UPy (Rys. 5). Z
kolei zastosowanie polilaktydow z ugrupowaniami terpirydynowymi i
kompleksowanie ich odpowiednimi jonami metali (Ni**, Co*" oraz Fe*") prowadzito
do otrzymania porowatych mikrosfer [25], jak pokazano na Rys. 5.
W otrzymanych mikrosferach zamkni¢to modelowy zwiazek fluorescencyjny
nitrobenzoksadiazol (NBD), a jego uwalnianie w PBS nie réznito si¢ znaczgco
pomigdzy regularnymi a porowatymi strukturami i wynosito okoto 10 % w ciagu
kilku lub kilkunastu dni. Nieznacznie szybciej zwigzek ten uwalnial sic w kwasowym
pH ze wzgledu na czulo$¢ ugrupowan UPy na zmiany pH. Najciekawszy efekt
zaobserwowano dla mikrosfer pustych w $rodku, ktore kurczyly si¢ w silnie
zasadowym $rodowisku, powodujgc uwalnianie modelowego zwigzku w ciagu
10 minut, podczas gdy czastki te byly stabilne w S$rodowisku kwasowym.
Postulowano, ze jest to zwiazane z deprotonacja grup koncowych UPy lub
ewentualng degradacjg matrycy polimerowe;.
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Rysunek 5. Mikrosfery sc-PLA otrzymane metoda mikroprzeptywow: (A) o regularnej strukturze, (B)
porowate, (C) puste w $rodku. (grafika na podstawie: Mater. Lett. 161 (2015) 471-475; Macromol. Chem. Phys.
218 (2017) 1700018, Macromol. Rapid Commun. 38 (2017) 1600790 )

Figure 5. Microspheres of sc-PLA prepared via microfluidic technique (A) with regular structure, (B) porous,
(C) hollow. (image based on: Mater. Lett. 161 (2015) 471-475; Macromol. Chem. Phys. 218 (2017) 1700018,
Macromol. Rapid Commun. 38 (2017) 1600790)

Tworzenie mikroczastek sc-PLA w obecnosci jonow metali wykorzystano
dodatkowo do enkapsulacji wybranych witamin, co wskazuje na mozliwo$¢ ich
zastosowania w jednoczesnej suplementacji witaminami i mikroelementami. W tym
celu zsyntetyzowano polilaktydy zawierajace rozng liczbe grup karboksylowych
rozmieszczonych wzdtuz fafcucha. W wyniku kationowej polimeryzacji S-LA i R-
LA inicjowanej hydroksykwasami takimi jak kwas glikolowy (GA) 1 kwas 2,2-bis-
(hydroksyetylo)propionowy (BHPA), a takze glikolem etylenowym (EG) i
pozniejszej funkcjonalizacji bezwodnikiem kwasu bursztynowego otrzymano
polilaktydy ((S)-PLA i (R)-PLA) o niewielkich ci¢zarach czasteczkowych
(M= 2000 —4300), w rozny sposob podstawione grupami karboksylowymi [26] jak
to przedstawiono na Rys. 6.

PLA-(COOH), PLA-(COOH) 4, PLA-(COOH); PLA-(COOH),
HOOCAANAOH  HO vy o 292 Hooc AAAARRRSCOOH  HOOG:ARARs COOH
COOH DABCO COOH I\
H*T nLA H*T n LA DABco‘ro 00
CH; HOVWANAN.OH
)
HOOC-CH,-0H HO-H,C—C~CH,-OH H* f nLA
GA BHpPA  COOH EG OH-CH,CH,-OH

Rysunek 6. Schemat syntezy PLAs zawierajacych rozng liczbg grup karboksylowych w wyniku kationowej
polimeryzacji z otwarciem pier$cienia oraz dalszej funkcjonalizacji (grafika z pracy: Polym. Int. 66 (2017) 108—
118).

Figure 6. Schematic representation of the synthesis of PLAs containing carboxyl end groups by cationic ROP
and post-polymerization functionalization (image from: Polym. Int. 66 (2017) 108—118).

Otrzymane (S)-PLA i (R)-PLA uzyto do stereokompleksowania poprzez
zmieszanie roztworéw obu stereoizomerow o analogicznej budowie w obecnoS$ci
tlenkéw metali (CaO, MgO, ZnO, Fe;O3); mieszanie zawiesin przez pewien czas
umozliwito jonizacj¢ tlenkow i zwigzanie jonéw metali z grupami karboksylowymi
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obecnymi w fancuchu PLA (na koncu Iub w $rodku). Wprowadzanie jonéw metali w
celu uzyskania lepszej stabilnoSci nano(mikro)czastek  wykorzystanych
do enkapsulacji jest czesto stosowane w przypadku metod emulsyjnych ich
wytwarzania z PLA [27]. Po okre§lonym czasie ze zmieszanych roztworéw wypadaty
osady stereokompleksow sktadajace si¢ ze sferycznych mikroczastek o $rednicy 0,7—
3 um, jak pokazano na Rys. 7. Srednica i posta¢ mikroczastek byly zroznicowane w
zaleznoS$ci od uzytego tlenku metalu, a takze zalezaty od liczby grup karboksylowych
zwigzanych z PLA, nadmiaru jonow metali w stosunku do tych grup, a takze od
uzytego rozpuszczalnika. Tak jak mozna by si¢ spodziewaé, PLA zawierajacy
wiekszg liczbe grup karboksylowych oddziatywat silniej z jonami metali, skutkujac
zmniejszeniem $rednicy mikroczastek (od 1,5 pm dla PLA-(COOH) 1 do 0,7 um dla
PLA-(COOH)3) otrzymanych wobec CaO z roztworu tetrahydrofuranu (THF).
Rozmiar czgstek wzrastat rowniez ze wzrostem promienia jonu metalu uzytego do
stereokompleksowania. Obecno$¢ jonow metali wewnatrz mikroczastek
potwierdzono metoda EDS, ktora rowniez umozliwita oszacowanie ich zawarto$ci na
2,5-6 % wag. oraz rownomierne rozproszenie wewnatrz czastki.

Rysunek 7. Zdjecia SEM mikroczastek otrzymanych w wyniku stereokompleksowania PLA-(COOH),
(M,~2000) z roztworu THF w obecnosci tlenkow metali; [MtO]/[-COOH]=1 (grafika z pracy: Polym. Int. 67
(2018) 1523-1534).

Figure 7. SEM pictures of PLA-(COOH); (M, ~2000) stereocomplex microparticles prepared from THF
solutions in the presence of metal oxides: [MtO]/[-COOH]J=1 (image from: Polym. Int. 67 (2018) 1523—1534).

Regularne sferyczne mikroczastki zawierajace wewnatrz jony metali
wykorzystano dalej do enkapsulacji hydrofobowych witamin D3, A i E [28].
Przeprowadzono enkapsulacj¢ wymienionych witamin w obecnosci modelowego
CaO jako zrodta jondw wapnia. W badaniach enkapsulacji do stereokompleksowania
zastosowano PLA z jedng grupg karboksylowa oraz rownomolowy stosunek [CaO]/[-
COOH]. Uzyskano zatadowanie 5,6-22% w przypadku witaminy D;, 8-9% w
przypadku witaminy E i 12% zaladunku witaming A (na podstawie widm '"H NMR).
Analiza zatadowanych czastek metodg XPS pozwolita stwierdzi¢, ze witaminy
ulokowane sg gtownie na ich powierzchni. Stabilno$¢ czgstek z zaladowanymi
witaminami D3 1 A mozna przypisa¢ oddzialywaniom jondw wapnia z podwdjnymi
wigzaniami obecnymi w czasteczkach tych witamin, ktére to oddzialywania
potwierdzono metoda spektroskopii UV. Badanie uwalniania witamin w 37 °C,
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w $rodowisku buforu o pH = 7.4 pokazato, ze w ciagu 4 tygodni eksperymentu
uwolnito si¢ 60% poczatkowej ilosci witaminy D3 oraz 35% poczatkowej iloSci
witaminy E. Uwalnianie zachodzito bez poczatkowego wyrzutu, co jest istotne dla
dozowania $rodkéw farmaceutycznych i1 nastgpowato raczej na skutek degradacji
matrycy PLA [28], a nie dyfuzji witaminy do §rodowiska wodnego.

Mikroczastki sc-PLA zostaly opracowane jako no$nik ekstraktéw z Salvia
cadmica. Czastki zatadowane ekstraktem o wielkosci 1-2 um charakteryzowaty sig
dobra stabilno$cia w szerokim zakresie pH (5.5, 7.4 i 8.0) oraz biozgonos$cia in vivo
na modelu kawii domowej. Ekstrakty z Salvia cadmica uwalniane z mikroczastek
zwigkszaly aktywnos¢ fagocytarng makrofagdw ostabiong przez Helicobacter pylori,
a takze neutralizowaty indukowang przez ten patogen nadmierng produkcje cytokiny
prozapalnej TNF-o oraz interleukiny 10 (IL-10). Ze wzgledu na obiecujace
wlasciwosci immunomodulujace, mikroczastki sc-PLA z ekstraktami z S. cadmica sa
rekomendowane do dalszych badan in vivo na modelu §winek morskich zakazonych
Helicobacter pylori [29].

Mikroczastki sc-PLA o rozmiarze 2 pm wykorzystano rowniez do
enkapsulacji atropiny (AT), czyli zwigzku stosowanego do spowolnienia progres;ji
krotkowzrocznosei u dzieci [30]. W celu silnego zwigzania atropiny otrzymano
gwiazdziste PLA z rdzeniem z dipentaerytrytyolu oraz z B-cyklodekstryny (B-CD).
Zdolnos¢ B-CD do tworzenia kompleksoéw inkluzyjnych z AT zostata potwierdzona
metodg '"H ROESY NMR. Po otrzymaniu mikroczgstek sc-PLA zbadano uwalnianie
AT w buforze o fizjologicznym pH. Wykazano, ze obecno$¢ B-CD w strukturze PLA
znaczgco obnizyta szybkos¢ uwalniania AT z otrzymanych czastek w poréwnaniu z
czastkami zbudowanymi z PLA z rdzeniem z dipentaerytrytyolu (13 % versus 8 %
po 20 dniach, przy jednoczesnym obnizeniu wyrzutu leku po pierwszym dniu).
Ponadto zbadano réwniez cytotoksycznos¢ wzgledem komorek PC3 oraz Hela i
zaobserwowano, ze w zaleznosci od stezenia niektore formulacje byty cytotoksyczne
dla komorek, jednakze przezywalno$¢ komorek dla czastek z PLA z rdzeniem z [3-
CD z zamknieta atroping w znakomitej wickszosci przekraczata 70 %, co spetnia
norme ISO dla systemoéw dostarczania lekow.

Z kolei kwercetyna (Q) posiada nie tylko wlasciwos$ci przeciwutleniajace,
ale réowniez wspomaga wzrost ro$lin. Postanowiono wykorzysta¢ te¢ ceche,
zamykajac ja w mikroczastkach sc-PLA. Mialo to na celu zapewnienie jej
réwnomiernego uwalniania do gleby, co pozwala na obnizenie stresu biotycznego i
abiotycznego u roslin [31]. Rosling modelowa w badaniach byl zielony groszek, a
matrycg do otrzymania czastek stanowity PLA zainicjowane na heksano-1,6-diolu, a
otrzymane mikroczastki roznily si¢ zawartoscig Q. Rozmiar mikroczastek byt
najwickszy dla tych z najwigksza zawartoscig Q, a ponadto dodatek tej substancji
aktywnej powodowat zmian¢ morfologii czastek z jednorodnej z malg ilo§cig poréw
na wysoce porowata. Z tak otrzymanych mikrosfer uwalniato si¢ migdzy 28 a 31%
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Q przez 18 dni, co byto spowodowane ich porowata strukturg. Dzigki zastosowaniu
otrzymanych mikroczastek sc-PLA w trakcie wzrostu modelowej rosliny poddanej
stresowi solnemu udato si¢ stymulowac jej rozwoj. Efektywno$¢ zastosowanych
mikroczastek zostata potwierdzona obnizeniem warto$ci wskaznika TBARS, ktory
pokazuje zawarto$¢ produktow wtornego utleniania lipidow.

Ze wzgledu na rosngce zachorowania na raka ptuc poszukuje si¢ nowych
rozwigzan, aby dostarcza¢ leki przeciwnowotworowe bezposrednio w okolice
nowotworu. Stosuje si¢ w tym celu mikroczastki o wielkosci kilku pm, ale
najbardziej efektywne sg czgstki o wielkos$ci w granicach 0,5 do 1 um poniewaz sg
w stanie dotrze¢ do pgcherzykow ptucnych albo dodatkowo moze zachodzi¢ ich
fagocytoza przez makrofagi pecherzykowe [32]. W celu uzyskania kontroli nad
wielko$cig mikroczgstek sc-PLA oraz zwickszenia wydajnosci enkapsulacji
doksorubicyny (DOX) zastosowano dwa rodzaje grup koncowych z zablokowang i
odblokowang L-proling oraz proces tworzenia czastek przeprowadzono w THF, 1,4-
dioksanie oraz w ich mieszaninie [33]. W rezultacie zmiany tych wszystkich
parametrow udato si¢ otrzyma¢ mikroczgstki zatadowane DOX o wielkosci od 0.5
do 3 um dla mikroczgstek z odblokowang grupa L-proliny (dla tych z zablokowang
grupa L-proliny wielko§¢ miescita si¢ w granicach od 5 do 10 pm). Wielkosé¢
uzyskanych mikroczastek znaczaco wplyneta na szybko§¢ uwalniania DOX, a
wartosci te wahaly si¢ od 41 do 81% dla mikroczastek sc-PLA zbudowanych z PLA
z odblokowang grupa L-proliny, podczas gdy od 5 do 10% uwalniato si¢ dla tych z
zablokowana grupa L-proliny. Z kolei procent uwolnionej DOX miat znaczacy
wplyw na efektywno$¢ wzgledem komorek raka ptuc (A459) i najwigksze obnizenie
ich zywotno$ci obserwowano dla najmniejszych czastek otrzymanych w THF lub
jego mieszaninie z DIOX. Dodatkowo mikroczastki o wielkosci zblizonej do 1 pm
oddziatywaty z btona komorkowa i wnikaty do cytoplazmy, podczas gdy wigksze
mikroczastki praktycznie nie oddziatywaty na komorki raka pluc, jak pokazano na
Rys. 8.

2.2.2. Stereokompleksowe nanoczastki jako systemy dostarczania lekow

W tym rozdziale oméwione zostang stereokompleksowe nanoczastki jako
systemy kontrolowanego dostarczania lekow, ich synteza oraz charakterystyka. W
pracach naszego zespotu skupiono si¢ na wptywie sterokompleksowania na szybko$¢
uwalniania substancji biologicznie aktywnych, takich jak doksorubicyna czy fumaran
alafenamidu tenofowiru (TAF), oraz na popraw¢ ich enkapsulacji wewnatrz
polimerowych nanoczastek. W pierwszych pracach opracowano wydajny sposob
enkapsulacji doksorubicyny wewnatrz polilaktydowych nanoczastek zawierajacych
rdzen B-CD lub wewnatrz kopolimeréw polilaktydu z blokowang badz odblokowang
poliproling. W pierwszym przypadku w wyniku zastosowania cz¢$ciowo metylo-
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wanej B-cyklodekstryny ~ (MB-CD)  otrzymano  serie  gwiazdzistych
(S) - i (R) - PLA, ktore w dalszym etapie zostaly wykorzystane jako matryce do
otrzymywania polimerowych nanoczastek. Obecno$¢ rdzenia cyklodektryny
korzystnie wptyngta na stopien enkapsulacji DOX wewnatrz nanoczastek, a
dodatkowo synergiczny efekt sterecokompleksowania spowodowal jej bardziej
kontrolowane uwalnianie. Wykazano, ze zastosowanie tych dwoch stabych interakcji
— tworzenie kompleksu inkluzyjnego migdzy MB-CD a stereokompleksowanie —
zwigkszylo skuteczno$¢ terapii przeciwnowotworowej, powodujac 80% redukcje
zywotno$ci komorek raka jajnika oraz komorek raka przewleklej biataczki szpikowej
w ciagu 48 godzin [34], jak pokazano na Rys. 9.

Rysunek 8. Obrazy uzyskane za pomoca konfokalnego mikroskopu skaningowego zywych komorek A549 po
24 godzinach inkubacji z mikrosferami o r6znych rozmiarach zawierajacymi DOX (grafika z pracy: Colloids
Surf. B Biointerfaces 184 (2019) 110544).

Figure 8. Confocal laser scanning microscopy images of live A549 cells after 24 h of incubation with the
differently formulated DOX-loaded microspheres (image from: Colloids Surf. B Biointerfaces 184 (2019)
110544).

Enkapsulacja doksorubicyny wewnatrz kopolimerow blokowych laktydu
i proliny doprowadzila do otrzymania nanoczastek pH-czutych. Wprowadzenie
proliny do makroczasteczek polilaktydu miato na celu spowodowanie dezorganizacji
nanoczgstek w obrebie lekko kwasowego pH komoérki nowotworowej i selektywne
uwalnianie leku. W tym celu zsyntetyzowano kopolimer S - lub R -LA oraz L-proliny
poprzez potaczenie polimeryzacji z otwarciem pier§cienia i polimeryzacji
z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem tancucha (RAFT).
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Rysunek 9. Zywotno$¢ komoérek po 48 godzinach inkubacji w obecnoéci nanoczastek zatadowanych
doksorubicyna (DOX-loaded NPs) z komérkami HeLa (po lewej) oraz K562 (po prawej) (grafika z pracy: Eur.
Polym. J. 120 (2019) 109271).

Figure 9. Cell viability after incubation of DOX-loaded NPs with HeLa (left) and K562 (right) cells after 48 h
(image from: Eur. Polym. J. 120 (2019) 109271).

Kopolimery te  wykorzystano do  przygotowania  enancjomerycznych
1 stereokompleksowanych nanoczgstek, ktore charakteryzowaly si¢ $rednig
wielko$cig okoto 160-210 nm. Wyniki badan uwalniania leku wykazaty, ze dzigki
obecnosci bloku poli(L-proliny) nanoczastki charakteryzowaly si¢ wrazliwo$cig na
pH w kwasowym s$rodowisku guza, jednakze zjawisko to byto mniej wyrazne w
przypadku nanoczgstek stabilizowanych stereokompleksowaniem. Ponadto,
nanoczgstki zawierajace DOX wykazaty skuteczne dziatanie przeciwko komorkom
raka zotagdka (HeLa) oraz raka nabtonka jelita grubego (Lovo), niemniej jednak ich
cytotoksyczno§¢ silnie zalezy od skladu nanonosnika. Wysoka stabilno$¢
nanoczgstek, wynikajgca z supramolekularnego usieciowania makroczasteczek PLA,
sprawila, ze stereokompleksowe nanonos$niki lepiej wnikaly do wnetrza komdrek
nowotworowych. Polaczenie czuto$ci na zmiany pH oraz stereokompleksowania
wskazuje, ze nanoczastki przygotowane z kopolimeréw laktydu oraz proliny moga
by¢ zastosowane w leczeniu réoznych typéw nowotworow [35].

Terapia antyretrowirusowa stanowi podstawowg metode leczenia zakazenia
wirusem HIV i zespolu AIDS, jednak wiaze si¢ z wieloma ograniczeniami, takimi
jak niska biodostepnos¢ lekow, cytotoksycznosé oraz szybkie usuwanie nanoczastek
przez nerki. W celu ograniczenia wyzej wymienionych wad leki moga by¢
enkapsulowane wewnatrz biokompatybilnych polimerowych nanono$nikow.
W tej pracy skupiono si¢ na przygotowaniu nanoczastek zbudowanych z mieszaniny
enancjomerycznych (S)-PLA i (R)-PLA oraz chitozanu (CHI) metoda suszenia
rozpylowego (spray-drying). Tak otrzymane nanoczastki zaladowano lekiem
antyretrowirusowym — TAF. Proces suszenia rozpylowego zostal zoptymalizowany
tak, aby uzyska¢ sferyczne nanoczastki o gladkiej powierzchni, co zostato
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potwierdzone za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej, jak pokazano na
Rys. 10. Ostatecznie wykazano, ze otrzymane formulacje nie wykazuja toksycznosci,
a ich skuteczno$¢ przeciwwirusowg oceniono z wykorzystaniem linii komdrkowej
ludzkich limfocytow typu T (Jurkat E6) zakazonych wirusem HIV [36]. W celu
wydtuzenia uwalniania TAF, otrzymane polilaktydowo-chitozanowe nanoczastki o

$rednicy okoto 91 nm wprowadzone do oleozeli ztozonych z oleju sezamowego oraz
etylocelulozy.

| «TAF
* VH614CST2
> VHB14CST3
= VHB14CST4
~VHB14CSTS
-+ VHB14CSTE

Zakazenie referencyjne %

T T

Rysunek 10. Zdjecia z mikroskopu elektronowego nanoczastek PLLA/PDLA/CHI (A), Aktywnos$¢
przeciwretrowirusowa nanoczastek PLLA/PDLA/CHI w hodowli komoérek T (B) (grafika z pracy: Advanced
Powder Technology 34 (2023) 104205)

Figure 10. Scanning electron microscopic pictures of PLLA/PDLA/CHI (A) NPs, Antiretroviral activity of
PLLA/PDLA/CHINPs in T cell culture (B) (image from: Advanced Powder Technology 34 (2023) 104205).

Dodatkowo uktad wzbogacono o komercyjnie dost¢pne nanoczatki tlenku
glinu o rozmiarze 78 nm w celu poprawy wiasciwosci iniekcyjnych formulacji.
Zaproponowany stereokompleksowy system dostarczania TAF wykazat przedtuzone
i kontrolowane uwalnianie leku przez okres do 12 dni w buforze fosforanowym o pH
7,4. Co istotne, oleozele zawierajace nanoczastki zaladowane przeciwwirusowym
lekiem wykazywaly lepsze przenikanie ex vivo przez tkankg. Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze nanonosniki (S)-PLA/(R)-PLA/CHI oraz nanonos$niki (S)-PLA/(R)-
PLA/CHI zatadowane wewnatrz oleozeli maja duzy potencjat jako systemy
dostarczania lekow i dlatego tez formulacje te mogg stanowi¢ odpowiednie systemy
dostarczania lekow przeciw wirusowi HIV o przedtuzonym uwalnianiu [37].

2.3. ZELE i FILMY POLIMEROWE WZMOCNIONE
STEREOKOMPLEKSOWANIEM

Badajac samoorganizacj¢ gwiazdzistych (S)-PLA w rozpuszczalnikach
organicznych, opracowano warunki, w ktorych otrzymano zele w
N-metylopirolidonie (NMP) [38]. NMP nie byt wczesniej wykorzystywany jako
medium stereokompleksujace, a wszystkie wczesniejsze prace pokazywaty, ze sc-
PLA sg nierozpuszczalne w wigkszos$ci rozpuszczalnikdéw i spontanicznie wytracaja
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si¢ w postaci mikroczastek. Do badan wykorzystano polimery gwiazdziste o sze$ciu
ramionach wyposazone w grupy koncowe —OH (6-ramienny-PLA-OH) oraz w grupy
koncowe —COOH (6-ramienny-PLA-COOH). W postaci enancjomerycznej
wykazywaly one umiarkowane zdolnosci do Zelowania, a zele pojawialy si¢ przy
stezeniach roztworow okoto 12 % dla probek 6-ramiennego PLA-OH. Po zmieszaniu
roztworow enancjomerow (S)-PLA i (R)-PLA nie pojawialo si¢ zmgtnienie, a po
okoto 4 godzinach probka catkowicie zelowata. W celu potwierdzenia, Ze otrzymany
materiat zelowy jest stereokompleksem, probke zelu osuszono i przeanalizowano
jego wihasciwosci termiczne w DSC oraz wykonano widma FTIR. Obydwie analizy
potwierdzity powstanie stereokompleksu, a analiza SEM potwierdzita powstanie
mikroczgstek sc-PLA, ktoére w zaleznosci od grup koncowych enancjomerycznych
PLA tworzyly regularne lub zagregowane czastki. Zbadano rowniez zele w trakcie
ich tworzenia. Widma FTIR wykazaly absorpcje promieniowania IR w pasmie 908
cm, ktore jest pasmem absorpcyjnym dla drgan szkieletowych B-helisy sc-PLA
(Rys. 11 (B)), co wykazuje, ze stereokompleks obecny jest juz w otrzymanym zelu.
Ponadto, zmierzone lepkosci zeli byty prawie dwukrotnie wigksze dla polimeru z
grupami —COOH, osiagajac warto$¢ okoto 35 Pa/s, w pordwnaniu z zelami z
polimeru z grupami —OH, okoto 20 Pa/s. Temperatura przejscia zolu w zel
stereokompleksowego oscylowala w przedziale 100 — 103 °C dla uktadu, w ktorym
makroczasteczki PLA sfunkcjonalizowane byly grupami karboksylowymi. Zele
stereokompleksowe wyposazone w grupy —OH zaczynaly pltynaé w przedziale
temperatur 79 — 83 °C. Co wazne, uktad zelujacy zapewniat catkowita odwracalnosé,
zachowujac postac stereokompleksu po ponownym zzelowaniu [39].

W  Zelu  stereokompleksowym  wszystkie  rodzaje  oddziatywan
mig¢dzyczasteczkowych muszg bra¢ udzial w jego formowaniu, jak pokazano na Rys.
11 (A) wazny jest zarowno wplyw grup koncowych, jak i oddzialywania pomiedzy
fancuchami (S)-PLA i (R)-PLA. W celu poprawy stabilnosci termicznej sc-PLA
zaproponowano zastosowanie wielosciennych nanorurek weglowych (MWCNTS).
W przeciwienstwie do standardowych nanokompozytéw, do ktorych dodaje sie
nanonapelniacze, MWCNTs  modyfikowane  zwiazkami  zakonczonymi
pierwszorzedowymi grupami —OH zastosowano jako inicjatory polimeryzacji z
otwarciem pier§cienia (ROP) enancjomerycznych S- i R-laktydéw w masie w
temperaturze 130 °C. Zawarto§¢ procentowa MWCNT w koncowych
stereokompleksach wynosita okoto 1% wag.
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Rysunek 11. (A) Schematyczne przedstawienie zelu sterokompleksowego w NMP , widma FT-IR enancjomeru
PLA; ksero-zelu stereokompleksu PLA oraz (B) widmo IR Zelu stereokompleksowego w NMP (grafika z pracy:
Macromol. Chem. Phys. 219 (2018) 1700607).

Figure 11. (A) Schematic representation of the stereocomplex gel in NMP, FT-IR spectra of the PLA
enantiomer, PLA stereocomplex xerogel and (B) the IR spectrum of the stereocomplex gel in NMP (images
from: Macromol. Chem. Phys. 219 (2018) 1700607).

Stereokompleksy PLA przygotowano z réwnomolowych mieszanin (S)-
PLA i (R)-PLA zaszczepionych na MWCNTs (MWCNT-g-PLA), zar6wno poprzez
wytrgcanie z roztworu, jak i, po raz pierwszy, w postaci folii poprzez powolne
odparowywanie rozpuszczalnika. Otrzymane stereokompleksy wykazywaty
niezwykle wysokie temperatury topnienia w okolicach 230°C, a takze entalpie
topnienia zblizone do warto$ci szacowanych dla stereokrystalitow o 100-procentowe;j
krystalicznos$ci. Krystalizacja stereokomplekséw po stopieniu byta, co nietypowe,
catkowicie odwracalna i przebiegata bez tworzenia homochiralnych krystalitow, a to
potwierdzito ich wysoka stabilno$¢ termiczng. W przypadku prostego dodania
MWCNTs do réwnomolowej mieszaniny wielkoczasteczkowych (S)-PLA i (R)-PLA
obserwowaliSmy powstanie homokrystalitow. Interesujagca byla obserwacja za
pomoca mikroskopii sit atomowych (AFM) w foliach stereokompleksowych
otrzymanych z MWCNT-g-PLA, w ktérych zaobserwowano struktury typu shish-
kebab (szaszlyk), jak pokazano na Rys.12 [40].
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Rysunek 12.Termogramy DSC oraz zdj¢cie AFM pokazujace strukture shish-kebabu w otrzymanych foliach
sc-PLA (grafika z pracy: Macromolecules 45 (2012) 8714-8721).

Figure 12. DSC thermograms and AFM pictures of shish-kebab morphology of sc-PLA thin films (images from:
Macromolecules 45 (2012) 8714-8721).
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UWAGI KONCOWE

W tym krotkim przegladzie omoéwione sg prace badawcze prowadzone w
zespole Polimerow Reaktywnych i Supramolekularnych. Nasze prace skupiaty sie
glownie wokot tematyki poprawy stabilnosci otrzymanych materialow oraz ich
zastosowania jako nosnikow lekéw. Jednakze, ze wzgledu na rosnace
zainteresowanie materiatami opartymi na biodegradowalnym PLA, badania naukowe
skupiaja si¢ rowniez na poprawie wilasciwosci materiatdw codziennego uzytku
»wzmocnionych” stereokompleksowaniem [41,42]. W 2018 roku firma Total
Corbion PLA oglosita, ze posiada technologie wytwarzania stereokompleksu PLA, a
otrzymany material nosi nazw¢ Luminy® PLA. Pojawiaja si¢ tez doniesienia o
produktach firm chinskich czy niemieckich. Naszym zdaniem, otworzy to w
przysztosci mozliwos$¢ komercyjnego zastosowania materiatow opartych na sc-PLA.
Jednoczesnie rosngce zainteresowanie tematyka stereokomplekséw PLA
potwierdzito wlasciwy wybdr tematyki badawczej przez nasz Zesp6t oraz nasz
zauwazalny wklad w jej rozwo;.

PODZIEKOWANIE

Uzyskanie opisanych wyzej osiggnie¢ naukowych Zespolu Polimerow
Reaktywnych i Supramolekularnych byloby niemozliwe bez wsparcia finansowego
projektow ze $rodkdéw zewnetrznych: ,Supramolekularne struktury liniowych i
gwiazdzistych polilaktydow oraz ich stereokompleksy poprzez oddziatywania
funkcjonalizowanych grup koncowych ("lepkich koncoéw"). Synteza i relacje migdzy
strukturg 1 wlasciwo$ciami”, grant NCN, OPUS, DEC-2013/09/B/ST5/03616;
,»Mikroczastki stereokompleksow polilaktydu zawierajace jony metali 1 ich
wykorzystanie do uwalniania substancji czynnych farmakologicznie”, grant NCN, OPUS
6, UMO-2013/11/B/ST5/01618; ,Inteligentne nanoczastki na bazie kopolimeréw i
stereokompleksow polilaktydu jako potencjalne no$niki zwiazkéw biologicznie
aktywnych”, grant NCN, SONATA 12, DEC-016/23/D/ST5/02458, ,,Polymer microgel
capsules from supramolecular polylactide networks”, stypendium i grant badawczy
fundacji Alexandra Humboldta, POL 1159727 STP, ,,Anti-HIV drug-laden Chitosan-
Polylactide composite nanoparticle as Long-acting injectable drug delivery system: In-
vitro and in-vivo evaluation”, ULAM, NAWA, PPN/ULM/2020/1/00161/U/00001.
Dzigkujemy réwniez wszystkim pracownikom, ktorzy mieli swoj wklad w powstanie
tych wynikow badan.
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Prof. dr hab. inz. Paula Gawryszewska — uzyskala stopien doktora na Wydziale Chemii UWr
pod kierunkiem prof. dr hab. Janiny Legendziewicz. Staz podoktorski odbyta w grupie prof. James
P. Riehla na Michigan Technological University, USA, gdzie zajmowata si¢ kolowo spolaryzowang
luminescencja uktadow racemicznych generowang przez wzbudzenie kotowo spolaryzowane. Jej
badania koncentruja si¢ na procesach transferu energii wzbudzenia w zwiazkach koordynacyjnych
lantanowcow w fazie stalej, roztworach i polimerach, multifunkcjonalnych materiatach
luminescencyjnych oraz na emisji lantanowcow wzmacnianej poprzez sprz¢znie plazmonowe z
nanoczastkami srebra i ztota. Ostatnio rozwija technike fs i ns absorpcji przejsciowej na Wydziale
Chemii UWr.
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terbu, ich inkorporacja do polimeréw oraz funkcjonalizacja i biokoniugacja materiatow z
przeciwciatami rozpoznajacymi CRP i neopteryng. Jej zainteresowania naukowe obejmujg synteze
i charakterystyke spektroskopowa zwiazkéw koordynacyjnych lantanowcow w materialach
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ABSTRACT

This article provides a concise review of research on functional f-electron metal
compounds developed at the interface of coordination chemistry, spectroscopy,
magnetochemistry and materials chemistry. It discusses molecular systems,
nanomaterials, heterostructures and glassy matrices, with particular emphasis on
lanthanide coordination compounds, nanofluorides, divalent lanthanide ions, hybrid
materials, molecular magnets, and tellurite glasses and glass-ceramics. The central
theme is the relationship between chemical structure, local symmetry of the metal
centre, ligand-field interactions, coordination geometry, distribution of optically
active ions, energy transfer and excited-state dynamics, and the resulting
luminescent, magnetic and multifunctional properties. Special attention is given to
the mechanisms of Ln*" emission sensitization, the role of singlet, triplet and ligand-
to-metal charge-transfer states, upconversion and downconversion processes,
thermometric behaviour, and magnetic relaxation in single-ion and single-molecule
systems. The examples discussed demonstrate that even subtle changes in the first
and second coordination spheres, crystal packing, matrix composition or nanoparticle
surface chemistry may substantially modify emission quantum yields, lifetimes,
magnetic anisotropy, optical sensitivity and the functional stability of the materials.
Systems based on lanthanide ions and other f-electron elements show considerable
potential as efficient radiation converters, luminescent labels and probes,
temperature, pressure and chemical-environment sensors, materials for bioimaging,
optoelectronic components, and molecular magnetic systems. The review emphasizes
that rational design of f-electron materials requires the integration of synthesis,
crystal and nanostructural engineering with quantitative analysis of photophysics and
magnetic relaxation. This approach not only enables interpretation of structure-
property relationships, but also supports the deliberate development of a new
generation of multifunctional materials for optics, sensing, bioanalysis and molecular
magnetism.

Keywords: lanthanides, coordination compounds, luminescence, nanomaterials,
molecular magnetism

Stowa  kluczowe: lantanowce, zwiazki koordynacyjne, luminescencja,
nanomaterialy, magnetyzm molekularny
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Ay — szybkos$¢ przejs¢ nieradiacyjnych

A — szybko$¢ przejsc¢ radiacyjnych

acac — acetyloacetonian

bpy —2,2’-bipirydyna

DMF — N,N-dimetyloformamid

fen — 1,10-fenantrolina

hfa — heksafluoroacetyloacetonian

Tef - efektywno$¢ sensybilizacji emisji

ICT — wewnatrzczasteczkowe przeniesienie tadunku

ISC — przejscie migdzysystemowe

LMCT — przeniesienie fadunku od liganda do jonu metalu

Ln? — jony lantanowcow na drugim stopniu utlenienia

Ln** —jony lantanowcow na trzecim stopniu utlenienia

OTf — anion triflanowy (anion kwasu trifluorometanosulfonowego)
[CF3SO3]'

PK — pole krystaliczne

PMAO — ko-polimer bezwodnika maleinowego i 1-oktadecenu

PMMA — polimetakrylan metylu

PVP — poliwinylopirolidon

Ry — odlegtos¢ donor-akceptor

N — stan singletowy liganda

T, — stan trypletowy liganda

SIM — magnesy jednocentrowe

SMM — magnesy jednoczasteczkowe

TEMPO —2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksyl

UCNP — nanoczastki upkonwertujace

Wer — szybko$¢ wewnatrzmolekularnego niepromienistego
transferu energii

Wertsi — szybko$§¢ wewnatrzmolekularnego niepromienistego
transferu energii ze stanu S,

WerTi — szybko$¢ wewnatrzmolekularnego niepromienistego
transferu energii ze stanu T}

L — calkowita wydajno$¢ kwantowa emisji
Ln — wewnetrzna wydajnos¢ kwantowa emisji

QT™M — thumienie kwantowego tunelowania magnetyzacji

Trad — promienisty czas zycia

T — czas zycia emisji

B — wspotczynnik rozgatezienia luminescencji

(9)) — parametry Judda-Ofelta
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WPROWADZENIE

Niniejszy artykul podsumowuje wyniki uzyskane mniej wigcej w ciggu ostatniej
dekady przez badaczy tworzacych obecnie Zesp6t Nanochemii i Dynamiki Stanow
Wzbudzonych, powotany w 2024 roku. Cho¢ formalnie nowa, grupa kontynuuje dorobek
zespotow wcezesniej aktywnych w dziedzinach fizykochemii pierwiastkow d- i f-
elektronowych, spektroskopii molekularnej oraz magnetochemii, i skupia wiedz¢ oraz
doswiadczenie w zakresie fotofizyki lantanowcow, struktury -elektronowej metali
przejSciowych oraz zjawisk relaksacji magnetycznej. Wspdlny program badawczy
koncentruje si¢ na spektroskopii i magnetyzmie pierwiastkow f- i d-elektronowych na
wielu poziomach strukturalnych, obejmujac zwiazki koordynacyjne, szkta i szklo-
ceramiki, materiaty krystaliczne i nanokrystaliczne, heterostruktury oraz wielofunkcyjne
materiaty hybrydowe. Szczegdlny nacisk kladzie si¢ na zrozumienie dynamiki stanow
wzbudzonych w uktadach przetwarzajacych promieniowanie elektromagnetyczne w tym
konwersje w gore i w dot (upconversion, downconversion), migracje energii oraz procesy
fototermiczne znajdujagcych zastosowanie w  wysokosprawnych konwerterach
promieniowania, sondach luminescencyjnych i wielofunkcyjnych czujnikach optycznych
stuzacych do detekcji temperatury, ciSnienia oraz gazow. Roéwnolegle prowadzone sa
badania nad racjonalnym projektowaniem i charakterystyka magneséw jednocentrowych
(SIM) oraz magnesow jednoczasteczkowych (SMM), w ktorych wlasciwosci
magnetyczne sg determinowane przez wspoldziatanie pola krystalicznego, oddziatywan
wymiennych oraz mechanizmow relaksacji. Dodatkowe kierunki badan obejmuja
plazmonowo wzmacniang emisj¢ lantanowcow, polimerowe znaczniki luminescencyjne,
szkla tellurowe zawierajgce nanofazy, materialy do magazynowania energii cieplnej
oparte na przemianach fazowych, nanociecze do konwersji energii stonecznej i mikrofal
na cieplo, materialy do magazynowania wodoru w stanie stalym, absorbenty
promieniowania jonizujacego oraz fotoaktywne klastry Cu(l). Wspdlnie obszary te
tworzg szerokg i spojng przestrzen badawcza, w ktorej struktura, symetria, transfer energii
i dynamika stanow wzbudzonych stanowia wspodlny element, z ktérego wynikaja
wlasciwosci optyczne i magnetyczne réznych rodzin materiatdw nieorganicznych
i hybrydowych.

Chociaz prowadzone badania obejmujg roznorodne kierunki, o$ prac zespotu
wyznaczaja uktady f-elektronowe. Jony lantanowcow zajmuja wciaz kluczowa pozycje
we wspotczesnej chemii nieorganicznej, materialowej i koordynacyjnej ze wzgledu na
zroznicowang strukture elektronowa wynikajaca z czgsciowo ekranowanych orbitali 4f.
Ich wiasciwo$ci optyczne i magnetyczne charakteryzujace si¢ przej$ciami typu f—f,
dhugimi czasami zycia stanéw wzbudzonych, duzymi momentami magnetycznymi oraz
silnym sprzezeniem spin—orbita stanowig wszechstronng podstawe zastosowan
obejmujacych oswietlenie, wyswietlacze, znaczniki Dbiologiczne, przetwarzanie
informacji kwantowej, czujniki oraz magnetyzm jednocentrowy. Zdolno$¢ lantanowcow
do przyjmowania roéznych stopni utlenienia, tworzenia zwiazkow koordynacyjnych
z ligandami o roéznym charakterze oraz wbudowywania w matryce krystaliczne,
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amorficzne 1 nanostrukturalne istotnie poszerza spektrum dostgpnych wlasciwosci
fotofizycznych i magnetycznych.

Charakterystyczna cechg chemii lantanowcow jest wrazliwo§¢ konfiguracji
elektronowych 411 5d na lokalne otoczenie koordynacyjne. Poniewaz elektrony 4f sa
skutecznie ekranowane przez zapetnione orbitale 5s i 5p, oddziatywanie pola ligandéw
jest subtelne, lecz wywoluje istotne efekty: niewielkie zmiany symetrii, sity donorowej
ligandow lub stopnia kowalencyjnosci wigzania prowadza do mierzalnych réznic
w rozszczepieniu multipletow, prawdopodobienstwach przej$¢ promienistych, sciezkach
transferu energii oraz anizotropii magnetycznej. Jednoczesnie elektrony na bardziej
zewnetrznych orbitalach 54 silnie reaguja na pole ligandow, szczegodlnie w przypadku
lantanowcoéw dwuwarto$ciowych, co umozliwia sterowanie struktura energetyczna
przejs¢ f—d, rozktadem intensywnos$ci migdzy sktadowymi wibronowymi oraz dynamika
relaksacji na drodze modyfikacji struktury koordynacyjnej. Wspotwystepowanie tych
zréznicowanych zachowan elektronowych sprawia, Zze jony lantanowcow stanowia
znakomite sondy symetrii lokalnej w szerokim zakresie srodowisk chemicznych.

W ostatnich dekadach obserwuje si¢ dynamiczny rozwdj projektowania materialow
opartych na lantanowcach, napedzany postegpem w syntezie, inzynierii materiatow
krystalicznych, nanotechnologii oraz technikach spektroskopowych. W zwigzkach
koordynacyjnych lantanowcow stosuje si¢ obecnie ligandy projektowane tak, aby
optymalizowa¢ dopasowanie energetyczne ich standow singletowych i trypletowych
w celu efektywnej sensybilizacji emisji, ogranicza¢ procesy bezpromieniste, indukowac
anizotropi¢ magnetyczna lub tgczy¢ wiele funkcji w jednej sferze koordynacyjne;.
Nanokrystaliczne matryce obejmujace fluorki, tlenosiarczki oraz hybrydowe materiaty
typu potprzewodnik-lantanowiec umozliwiajg precyzyjne sterowanie rozmieszczeniem
domieszek, $rodowiskiem fononowym i chemia powierzchni, co prowadzi do
kontrolowanej konwersji energii wzbudzenia w goére lub dot, wlasciwosci
termometrycznych oraz zdolnosci do bioobrazowania.

Pojawienie si¢ magnesoOw jednocentrowych opartych na lantanowcach istotnie
zmienilo rozumienie relaksacji magnetycznej w ukladach molekularnych, ukazujac
mozliwo$ci tworzenia wysokoanizotropowych ukltadow z powolng relaksacja poprzez
racjonalne ksztattowanie pola krystalicznego i oddziatywan wymiennych. Rownolegle
postep w badaniu szkiel, zwlaszcza uktadéw opartych na tlenkach telluru, uwydatnit
znaczenie nieuporzadkowanych lub czgsciowo krystalicznych matryc w stabilizowaniu
emisji lantanowcoéw oraz w uzyskiwaniu funkcjonalnych odpowiedzi na zmiany
temperatury lub ci$nienia. Wreszcie, rosngce zainteresowanie lantanowcami
dwuwartosciowymi stabilizowanymi w halogenkowych matrycach dzigki precyzyjnie
kontrolowanej chemii ciala statego przyniosto uktady o referencyjnej jakosci struktur
elektronowych, w ktorych efekty pola krystalicznego, sprz¢zenie wibronowe oraz
oddziatywania spin—orbita mozna odwzorowac¢ z wysoka doktadnoscig.

Te roznorodne kierunki badan spaja kilka wspolnych watkéw naukowych. Procesy
przekazywania energii zarowno wewnatrzczasteczkowe, migdzyjonowe, jak i zalezne od
matrycy kontroluja obsadzenie stanéw wzbudzonych i decyduja o wydajnosci
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luminescencji, czystosci barwy oraz czuloSci termometrycznej. Oddzialywania pola
krystalicznego okreslaja strukture elektronowa, z ktorej wynikaja wlasciwosci optyczne
i magnetyczne, stanowiac podstawe interpretacji rozszczepien Starkowskich, struktury
energetycznej poziomow 5d oraz $ciezek relaksacji zarowno w lantanowcach troj-, jak
i dwuwartosciowych. Korelacje struktura—wtasciwosci tacza projektowanie molekularne,
architekture sieci krystalicznej, chemi¢ powierzchni oraz modyfikacje sktadu z efektami
funkcjonalnymi obserwowanymi w odpowiedziach optycznych, magnetycznych lub
wielofunkcyjnych. Postepy w metodach spektroskopowych i magnetometrycznych
umozliwiajg ilosciowa analiz¢ tych zjawisk, dostarczajac szczegétowych informacji
o wspoélzaleznosciach migdzy strukturg elektronowa a zachowaniem materiatow.

Celem niniejszej pracy przegladowej jest umiejscowienie szerokiego spektrum
ukladéw zawierajacych jony lantanowcow obejmujacych zarowno zwiazki
koordynacyjne, nanostruktury, jak i materialy o strukturze sieciowej w ramach
jednolitego podejscia koncepcyjnego. Analizujac w jaki sposob struktura, symetria,
transfer energii oraz cechy spektroskopowe zmieniaja si¢ w roéznych klasach tych
materiatow, praca podkresla fundamentalne zasady determinujace fotofizyke
i magnetyzm lantanowcéw. Uzyskane wnioski poglebiaja nie tylko wiedze dotyczaca
struktury elektronowej lantanowcoéw na réznych stopniach utlenienia i w réznego rodzaju
materiatach, lecz takze stanowig podstawg¢ do projektowania kolejnej generacji
materiatow funkcjonalnych przeznaczonych do zastosowan optycznych, magnetycznych
1 hybrydowych.

1. ZWIAZKI KOORDYNACYJNE LANTANOWCOW

Emisja trojwartosciowych jonow lantanowcow (Ln*") charakteryzuje si¢ matg
jasnoscia (ang. brightness) ze wzgledu na zabroniony charakter ich przej$¢
absorpcyjnych typu dipola elektrycznego i wymaga sensybilizacji. Jednym ze
sposobdw jest generowanie emisji Ln** poprzez wzbudzenie ligandow organicznych
i wewnatrzmolekularny niepromienisty transfer energii ligand-Ln*" (tzw. efekt
anteny), co jest motywem przewodnim serii prac poswigconych zwiazkom
koordynacyjnym Ln**. Badania nad zwigzkami koordynacyjnymi lantanowcow
obejmuja kilka rodzin ligandéw projektowanych tak, aby zapewnialy efektywny
transfer energii do Ln** oraz modyfikowaly wiasciwosci fotofizyczne poprzez
kontrolowane $rodowisko koordynacyjne. W tych pracach szczegdlng uwage
poswigca si¢ czynnikom odpowiedzialnym za efektywny transfer energii wzbudzenia
ligand-Ln**, identyfikacji cech ligandow sprzyjajacych wydajnej sensybilizacii,
analizie promienistych i bezpromienistych drog relaksacji na podstawie iloSciowych
parametrow fotofizycznych, a takze wykazaniu, w jaki sposob specyficzne
oddzialywania ligand—metal prowadza do powstania ukladéw o bardzo duzej
wydajnosci kwantowej emisji lub o charakterze wielofunkcyjnym. Zebrane wyniki
tworzg spojne podstawy do rozumienia i projektowania molekularnych uktadow
o precyzyjnie regulowanych wlasciwosciach luminescencyjnych.
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Analizujac wlasciwosci fotofizyczne zwigzkéw koordynacyjnych Ln*" nalezy
rozr6zni¢ wewnetrzng wydajno$¢ kwantowa emisji (ang. intrinsic emission quantum
yield), QF", od catkowitej wydajnosci kwantowej emisji (ang. overall emission
quantum yield) QF,. Q" dotyczy emisji w wyniku bezposredniego wzbudzenia Ln>",
a QF, emisji poprzez posrednie wzbudzenie liganda organicznego. Kazdy z tych
parametrow moze by¢ dostrajany, co przejawia si¢ w efektywnosci sensybilizacji
(Mer) definiowanej jako stosunek QF, do Q. Zwigzki zawierajace N-fosforylowane
ligandy sulfonamidowe i karboksyamidowe wykazujg luminescencje jonow Ln**
o bardzo duzej wewnetrznej wydajno$ci kwantowej. Struktura tych ligandow zostala
zaprojektowana tak, zeby zastapi¢ drgania o wysokiej energii, typowe dla
klasycznych uktadow koordynacyjnych z B-diketonami [1], wiazaniami P=0O i1 S=O
(sulfonamidy) oraz wyeliminowaé z tworzonego pierScienia chelatowego
ugrupowania C-H, co ogranicza wygaszanie multifononowe i prowadzi do istotnego
zwigkszenia intensywnosci emisji. Przeprowadzona charakterystyka fotofizyczna
pokazala, ze ligandy te mogg by¢ efektywnymi sensybilizatorami emisji Ln**.
Badania wykazaty ponadto, ze subtelne modyfikacje: podstawnikow w szkielecie
ligandu; upakowania w strukturze krystalicznej; drugiej sfery koordynacyjnej
w istotny sposéb wptywaja na wydajno$¢ emisji, poprzez zmian¢ potozenia stanow
energetycznych ligandu oraz oddzialywan metal-ligand. Nalezy podkresli¢, ze
zwigzki koordynacyjne nalezgce do tych dwoch rodzin sg bardzo trwate i nie ulegaja
degradacji pod wptywem promieniowania UV.

Dla zwigzkéw koordynacyjnych Eu®*, Gd** i Tb*" z N-fosforylowanymi
sulfonamidami [ 2, 3,4 ], wyniki eksperymentalne zostaly z powodzeniem
zracjonalizowne przez teoretyczny model zaproponowany przez Malte
1 wspotautordéw [5, 6, 7], uzyskano bardzo dobra korelacje wydajnosci kwantowej
emisji 1 parametréw intensywnos$ci przejs¢ Q, (tzw. parametry Judda-Ofelta).
Analiza danych eksperymentalnych (parametrow Qj [ 8, 9], czasow zycia
luminescenc;ji (1), szybkos$ci przejs¢ radiacyjnych (A;) i nieradiacyjnych (An) oraz

In QE, i ne) w polaczeniu z wartoéciami szybkosci wewnatrzmolekularnego,
niepromienistego transferu energii Wersi (szybko$¢ transferu energii ze stanu
singletowego S —>ff*) i Werri (szybkos¢ transferu energii ze stanu trypletowego
T1—ff*) pozwolita na nowy wglad w zjawisko efektu anteny. Osiagniecia badan nad
zwigzkami koordynacyjnymi Ln*" z N-fosforylowanymi sulfonamidami typu
X[LnL4] (gdzie X — jednododatni kation, HL — N-fosforylowany sulfonamid) dotycza
wykazania i wyjasnienia waznych zjawisk fotofizycznych zachodzacych w nowe;j
klasie zwigzkow lantanowcow. Zjawiska te maja charakter ogdlny, a umiej¢tnosc ich
rozpoznania 1 wyjasnienia jest kluczowa dla prawidlowej interpretacji wlasciwos$ci
fotofizycznych chelatow lantanowcoéw. Jest réwniez przydatna w projektowaniu
i optymalizacji wydajnych konwerter6w promieniowania elektromagnetycznego
innych grup zwiazkow Ln**.
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Kilka lat temu wigkszo$¢ artykulow dotyczacych efektu antenowego zaktadata
transfer energii poprzez metastabilny stan trypletowy liganda. Nasze badania nad
zwigzkami Eu?* i Tb3" z ligandami sulfonamidofosforylowymi jako pierwsze
wykazaty, w oparciu o dane eksperymentalne i teoretyczne, ze transfer energii
zachodzi glownie poprzez stan singletowy liganda, w ktérym posredniczy gtownie
mechanizm multipolowy. Wybrane dane dla zwigzkow koordynacyjnych Eu*" (1Eu)
i Tb** (1Tb) z dimetylo[(4-metylo)fenylosulfonylo]amidofosforanem pokazane sa
w Tabeli 1, a wzory wybranych ligandow z grupy N-fosforylowanych sulfonamidéw
na Rysunku 1. Wykorzystujagc dane eksperymentalne i teoretyczne, przedstawiono
metod¢ analizy wynikow pozwalajaca na badanie udziatu stanu singletowego liganda
w niepromienistym transferze energii ligand-metal [2, 3]. Po raz pierwszy wykazano
roOwniez wazng role udziatu pozioméw wzbudzonych o wyzszej energii w procesie
transferu energii dla jonu Eu** (°Dy, 5Ly, °Gy) i Tb*" (°Dy, °Gy, °Ly, °Hjy, °Fy, 3L) oraz
istotng role populowania stanu ’Fs jonu Tb3" [2]. Badania udowadniajg, ze ze
wzgledu na dhugi czas zycia poziomu "Fs [10, 11] ma on kluczowy udziat w kanale
akceptorowym, co zademonstrowano w [4, 12]. Uwzglednienie populowania tego
poziomu w obliczeniach teoretycznych pozwala na wyjasnienie wielu wlasciwosci
zwigzanych z wydajno$cia kwantowg emisji zwiazkéw Tb3".
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Rysunek 1. Wzory ligandow z grupy  N-fosforylowanych  sulfonamidéw a)  dimetylo[(4-
metylo)fenylosulfonylo]amidofosforan, b)  dimetylo(fenylosulfonylo)amidofosforan,  c)
dimetylo[(4-nitro)fenylosulfonylo]Jamidofosforan (wspotpraca z prof. V.M. Amirkhanovem).

Figure 1. Formulas of ligands from the group of N-phosphorylated sulfonamides a) dimethyl[(4-
methyl)phenylsulfonylJamidophosphate, b) dimethyl(phenylsulfonyl)amidophosphate, c)
dimethyl[(4-nitrophenyl)sulfonyl]Jamidophosphate (collaboration with prof. V.M. Amirkhanov.

Badania wyjasniaja roéwniez, jak niewielka modyfikacja struktury krystaliczne;j
zwigzkéw koordynacyjnych Ln** moze skutkowa¢ duzymi zmianami w ich
wlaéciwosciach fotofizycznych [4], takich jak QF,, widmach emisji i wzbudzenia
emisji czy mechanizmie transferu energii. Takie zmiany wtasciwosci
luminescencyjnych osiagnig¢to stosujac inzynieri¢ krystaliczng. Pozwolita ona na
otrzymanie monokrysztatow zwigzkow Ln? Z dimetylo[(4-
metylo)fenylosulfonylo]amidofosforanem o identycznej pierwszej  sferze
koordynacyjnej, ktore w przeciwienstwie do tych omawianych powyzej, nie
zawieraly czasteczek rozpuszczalnika w przestrzeni miedzyczasteczkowej (2Eu oraz
2Tb). Niewielka zmiana symetrii punktowej Ln*" i upakowania w krysztale
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Tabela 1. Obliczone wartoéci sumarycznej szybkosci transferu energii ze stanu singletowego (Wersi)
i trypletowego (Werr) liganda, wybrane szybkosci transferu energii i % udziatu kazdej z nich
w sumarycznym transferze energii dla 1Eui 1 Tb, réznica energii pomig¢dzy barycentrami stanow
ligandéw i stanami lantanowcow (A) [2].

Table 1. Calculated values of total energy transfer rate from ligand singlet (Wgrs)) and triplet (Wgrr1)
states, selected energy transfer rates and % contribution of each in overall energy transfer for 1Eu
and 1Tb, the energy difference between barycenter of ligands states and lanthanide states (A) [2].

1Eu Alem?'  W/s! Mechanizm %
Wersi - 1.28x10° -
S,— L 975 3.81x10° Multipolowy 30

Si—°G; 8834 2.21x10°  Multipolowy 17
Si—°D; 11045 2.09x10°  Multipolowy 16

S —°Gs 8235 1.61x10°  Multipolowy 13

Werni - 4.06x10% - 0.03
T,—°D, 4216 2.47x10>  Wymienny 0.02
1Tb AJem!  W/s! Mechanizm %
Wersi - 7.53x10° -

S1—3Gs 8420 2.93x10° Obydwa 39
Si—°Gs 7132 1.36 x10°  Obydwa 18
Si— L, 5556 1.15x10° Obydwa 15
Werm - 2.11x10° - 0.03
Ti—°Ds 2642 7.98 x10>  Obydwa 0.01
SGe— T) 3412 7.20 x10>  Obydwa 0.01

spowodowata znaczacy wzrost QF, , dla zwigzku Tb*" i obnizenie dla zwigzku Eu’*,
a takze nietypowe zmiany w zakresie spektralnym i ksztalcie pasm w widmach emisji
i wzbudzenia emisji, co pokazuje Rysunek 2. Na podstawie danych
eksperymentalnych 1 teoretycznych wykazano wigkszy udzial mechanizmu
wymiennego i kluczowg role ’Fs jako stanu akceptorowego dla zwigzku 2Tb oraz
istotne znaczenie depopulacji stanu singletowego ligandu przez stan LMCT
(przeniesienie tadunku od ligandu do jonu metalu) dla zwigzku 2Eu, co okazato si¢
kluczowe  roéwniez dla  innych  zwigzkow  europu z  ligandami
sulfonamidofosforylowymi [13]. Nalezy rowniez podkresli¢, ze nieuwzglednienie w
obliczeniach teoretycznych populowania poziomu ’Fs, ktory aktywuje dodatkowe
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Sciezki transferu energii, pokazalo brak zgodno$ci wynikdéw teoretycznych z
eksperymentalnymi [4].

Analiza wynikow [2-4, 13] doprowadzita do wniosku, ze oprocz odpowiedniego
doboru chromoforéow, wiasciwosci luminescencyjne zwigzkow mozna znaczgco
modyfikowa¢ poprzez niewielkie zmiany strukturalne z wykorzystaniem inzynierii
krystalicznej. Wykazano rowniez, ze zwigzki koordynacyjne Ln**, w ktorych
dominuje transfer energii ze stanu singletowego, mogg charakteryzowac si¢ duza
catkowita wydajno$cia kwantowa emisji. Ponadto analiza wtasciwosci
luminescencyjnych zwigzkéw Eu®" pozwolita na wykazanie pewnych ograniczen
dotyczgacych stosowania Eu’" jako sondy strukturalnej dla zwigzkoéw, w ktorych jon
ten jest dobrze izolowany przez czasteczki ligandow. Udowodniono, Ze ograniczenie
stosowania Eu** jako sondy strukturalnej wynika z obecnosci efektu rezonansowego,
ktory powoduje dodatkowe rozszczepienie poziomu ’F; (Rysunek 2a) [4].
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2Eu

1Eu

578 579 580

a)
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Rysunek 2.  a) Pasma emisyjne 1Eu i 2Eu (Aexc = 394,5 nm), odpowiadajace przejsciom Dy —'F; (J =0, 1)
w 77 K. b) Widma wzbudzenia emisji 1Eu, 2Eu, 1Tb i 2Tb w 293 K. 1Ln i 2Ln sa zwiazkami
koordynacyjnymi z taka sama sfera koordynacyjna, dodatkowo 2Ln posiada czasteczki
rozpuszczalnika, CH;CN, w drugiej sferze koordynacyjnej [4].

Figure 2. a) Emission bands of 1Eu and 2Eu (Aexe = 394.5 nm), corresponding to the *Dy —'F; (J =0, 1)
transitions at 77K. b) The emission excitation spectra of 1Eu, 2Eu, 1Tb and 2Tb at 293 K. 1Ln
and 2Ln are coordination compounds with the same coordination sphere, additionally 2Ln has
solvent molecules, CH3;CN, in the second coordination sphere [4].
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Korzystajac z danych eksperymentalnych i teoretycznych [2-4, 13], wykazano,
ze wielkoS$cig, ktéra wptywa na szybkos¢ i mechanizm wewnatrzczgsteczkowego
transferu energii, poza regutami wyboru, jest odlegto$¢ donor-akceptor (R;), ktora
moze eliminowa¢ udzial mechanizmu wymiennego. Te dwa aspekty wraz ze
wspotczynnikiem naktadania widmowego donor-akceptor okreslajg Sciezki
wewnatrzczasteczkowego transferu energii. Nalezy podkresli¢, ze takie czynniki jak
odlegto$¢ donor-akceptor oraz reguly wyboru sg bardzo czgsto pomijane przez
autorow analizujgcych proces sensybilizacji emisji Ln3" przez czgsteczki organiczne.
Autorzy odwolujg si¢ do pracy Latva i wspolpracownikow [14], ktdrzy na podstawie
analizy roztworéw wodnych 41 luminescencyjnych aminokarboksylanéw Eu" i Tb**
wykazali, ze wydajnosci kwantowe emisji sg najwicksze, gdy réznica energii migdzy
stanem trypletowym liganda a emisyjnym poziomem Tb** (’D4) wynosi okoto 2000
cm’'. Wielu autorow traktuje te wyniki jako regule przy analizie czy projektowaniu
luminescencyjnych zwigzkow koordynacyjnych lantanowcow.

Uzupehieniem badan jest praca dotyczaca zwigzkow koordynacyjnych Eu®
1Tb* z ligandem dimetylo(fenylosulfonylo)amidofosforanowym wykazujacych
wzmocnienie emisji w obecnosci zasad Lewisa jako koligandoéw (1,10-fenantrolina
— fen i 2,2’-bipirydyna — bpy), ktore modyfikuja otoczenie koordynacyjne oraz
zmieniaja mechanizmy i dost¢pne $ciezki transferu energii [ 15]. Powszechnie
wiadomo, ze bpy i fen uwrazliwiaja emisje Eu’" i Tb*". Dotychczasowe dostepne
dane literaturowe postulowaty transfer energii poprzez stan trypletowy liganda.
Jednak na podstawie korelacji danych eksperymentalnych i teoretycznych
wykazaliSmy dominujaca role stanu singletowego z kluczowa rolg populowanego
stanu “Fs Tb3'. Roznice w szybkoSciach transferu energii oraz wydajnosciach
kwantowych emisji odzwierciedlajg wplyw nawet niewielkich zmian strukturalnych
na efektywnos$¢ sensybilizacji i wydajnos¢ kwantowa luminescencji. Wyniki te
podkreslaja kluczowe znaczenie struktury ligandéw oraz oddzialywan koligandéw
w kontrolowaniu wewnatrzczasteczkowego transferu energii.

N-fosforylowane sulfonamidy sg rowniez doskonatymi sensybilizatorami Ln**
emitujgcych w zakresie NIR. W przypadku zwigzkéw Nd** obliczone parametry
postuzyly do obliczenia wspodtczynnikéw Einsteina dla emisji spontanicznej,
promienistego czasu zycia (Tad), a nastgpnie wspotczynnikéw rozgatezienia
luminescenciji B (*F32 — *Iy), ktore dla jonow Nd** sg funkcja stosunku Qu/Qs.
Okreslono gltéwne drogi transferu i1 zaproponowano dominujacy mechanizm
transferu energii ligand-metal [16].

Interesujace wyniki uzyskano réwniez w badaniach zwiazkoéw koordynacyjnych
jondéw Yb*, typu Na[YbL4], koordynowanych przez metylo- i nitro-podstawione
ligandy sulfonyloamidofosforanowe (dimetylo[(4-
metylofenylo)sulfonyloJamidofosforan - HL!, dimetylo[(4-
nitrofenylo)sulfonylo]amidofosforan — HL?), ktore wykazuja dobrze zdefiniowang
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i stabilng strukture krystaliczng [17, 18]. W tych uktadach pole ligandow sprzyja
efektywnej promienistej dezaktywacji wzbudzonego stanu Yb*', prowadzac do
waskopasmowe;j 1 stabilnej emisji w zakresie NIR odpowiedniej dla zastosowan
w telekomunikacji optycznej oraz bioobrazowaniu. Badania relaksacji magnetyczne;j
wskazuja ponadto, ze zwiazki te mogg wykazywa¢ jednoczesnie wiasciwosci
optyczne i magnetyczne, zaleznie od geometrii koordynacyjne;.

Badania zwigzku Na[Yb(L'!)s] mialy na celu zrozumienie i zaproponowanie
mechanizmu niepromienistego transferu energii ligand-metal w zwiazkach Yb3*
o duzej przerwie energetycznej migdzy wzbudzonymi stanami ligandu a stanem
emitujacym lantanowca [17]. Jest to pierwszy w literaturze przyktad zastosowania
modelu teoretycznego dla zwigzku koordynacyjnego Yb**, ktory jednoczes$nie
wykazuje znaczgca, jak na zwigzki Yb*" z niefluorowanymi i niedeuterowanymi
ligandami, wewnetrzng 1 catkowitg wydajno$¢ kwantowg emisji. Analiza danych
eksperymentalnych i teoretycznych wykazata, ze przej$cie migdzysystemowe S1—T
(ISC) nie jest zbyt wydajne dla Na[Yb(L')4], i ze konkurencja migdzy ISC
a szybkosciami  luminescencji odgrywa znaczacg role w  wydajnosci
wewnatrzczasteczkowego,  nieradiacyjnego  transferu  energii  ligand-Yb**.
Udowodniono, ze LMCT dziata jako dodatkowy kanat wspomagajacy ISC
w zasilaniu T, co demonstruje Rysunek 3. Efektywno$¢ sensybilizacji jest wysoka
(40 %), a Werr jest duza (Werr = 6.28x10° s') pomimo znacznej przerwy
energetycznej miedzy Ti a poziomem emitujgcym Yb*" 7Fsp. Wynika to z duzej
warto$ci kwadratow elementéw macierzowych operatora spinowego (']’ ||S||ly])?
w oddziatywaniu wymiennym. Wiedza na temat mechanizmu transferu energii jest
istotna nie tylko z punktu widzenia wyjasnienia tego zjawiska, ale takze
projektowania nowych zwiazkéw koordynacyjnych Yb’" - efektywnych
konwerteréw promieniowania UV/Vis-NIR.

Zastgpienie w pozycji para grupy —-CHs (Na[Yb(L')]) grupg —NO>
(Na[Yb(L?)4]) ma konsekwencje strukturalne, spektroskopowe i magnetyczne [18].
Najwigksze implikacje dotycza jednak tworzenia stanow wewnatrzczasteczkowego
przeniesienia tadunku (ICT) w wyniku przeniesienia tadunku z pierScienia
aromatycznego do grupy ~NO,, ktore w Na[Yb(L?)4] depopulujg sie niepromieniscie
do stanu podstawowego. Obecno$¢ ciezkiego jonu w zwigzku koordynacyjnym Ln>*
Na[La(L?)4] nie zmienia niepromienistego charakteru procesu relaksacji standow
wzbudzonych ligandu, a powstate stany ICT odpowiadajg za brak sensybilizacji
emisji Yb*" przez ligand [L?]", natomiast nie przyczyniajg si¢ do wygaszania emisji
Yb’" podczas bezposredniego wzbudzenia. Zmiana podstawnika/podstawnikow
w pierScieniach aromatycznych to jedna ze strategii modyfikacji wiasciwosci
strukturalnych, spektroskopowych i magnetycznych uktadéw. Poznanie kierunkow
tych zmian i zalezno$ci miedzy struktura a wilasciwosciami pozwala na kontrolg
luminescencji i wlasciwosci magnetycznych.
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Rysunek 3. Schematyczny diagram poziomow energetycznych typu diagramu Jabtonskiego dla zwiazku
koordynacyjnego Na[Yb(L'),]. Uklad réwnan szybkosci zostat oparty na powyzszym diagramie,
gdzie kazdy stan |i) ma odpowiadajaca mu populacje reprezentowang przez ;. Wigc, Ws, Wr,
Wscr, and Werpr to odpowiednio szybkosci nieradiacyjnego transferu energii Sy > T (przejscie
miedzysystemowe), S; ~» Yb*", T; ~» Yb*', S; -» LMCT i LMCT - T,. Czasy zycia Tg, Tr, Tcrs
i T odpowiadajg stanom S;, Ti, LMCT, i "Fs». ¢ to szybkoéé pompowania. Dla zachowania
przejrzystosci na wykresie nie uwzglgdniono szybkosci powrotnego transferu energii [17].

Figure 3. Schematic Jablonski-type energy levels diagram for the Na[Yb(L'),] coordination compound. The
system of rate equations was based on the diagram above, where each state |i) has a corresponding
population represented by 1;. Wisc, W, Wy, Wser, and Wepr are the S; -» T, (intersystem
crossing), S; - Yb*, T, -» Yb*', S| ~» LMCT, and LMCT --» T, non-radiative energy transfer
rates, respectively. The decay lifetimes Tg, Tt, Tcr, and T correspond to the Sy, Ty, LMCT, and
"Fs, states. ¢ is the pumping rate. The backward rates are not exhibited in the diagram for the
sake of clarity [17].

Z kolei, do osiggnie¢ badan nad zwigzkami koordynacyjnymi Ln’* z N-
fosforylowanymi karboksyamidami (wzory ligandow — Rysunek 4) nalezy
wykazanie, ze zaprojektowanie sensybilizatora (N-(difenylofosforylo)pirazyno-2-
karboksyamid) o odpowiednich wlasciwo$ciach energetycznych i strukturalnych, jak
rowniez wprowadzenie nadmiaru jonow Na do struktury zwigzkow koordynacyjnych
Ln*" pozwala na otrzymanie niezwykle wydajnych molekularnych konwerterow
promieniowania elektromagnetycznego typu [Na>Ln(L)4(OTf)(DMF)], gdzie OTf =
[CF3S03], DMF = N,N-dimetyloformamid (oznaczane dalej jako [NaxLnL4]) [19,
20]. Budowa ligandu oraz silne usztywnienie struktury krystalicznej zwigzkow dzigki
licznym mostkom Ln-O-Na i Nal-O-Na2, oddziatywaniom =n...m i C-H...w
stakingowym oraz wigzaniom wodorowym sa odpowiedzialne za istotng redukcje
multifononowego wygaszania emisji. Wprowadzenie pier$cienia pirazynowego jako
chromoforu powoduje znaczne zmniejszenie przerwy energetycznej migdzy stanem
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singletowym i trypletowym liganda. Skutkuje to zwigkszona efektywnoscia przejscia
ISC, co w potaczeniu z dobrze spetnionym warunkiem rezonansu pomiedzy stanem
trypletowym liganda a wzbudzonymi poziomami lantanowcow przelozyto si¢ na
bardzo duzg wartoéé mer oraz ekstremalnie wysoka QF,, ktora dla Eu®" i Tb*" jest

3t odzwierciedlajg

rzedu 98%. Znakomita efektywnos$¢ sensybilizacji emisji Ln
widma wzbudzenia emisji widoczne na Rysunku 5a. Nalezy podkresli¢, ze jest to
pierwszy przyktad zwiazkéw koordynacyjnych, w ktorych dla tego samego
sensybilizatora i takiej samej dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego uzyskano
tak ekstremalne wartos$ci catkowitej wydajnosci kwantowej emisji dla r6znych jonow
lantanowcow. Ponadto, po raz pierwszy pokazano jak, dla danej odlegtosci donor —
akceptor, wyglada zalezno$¢ catkowitej wydajnosci kwantowej emisji zwigzkow
z efektem antenowym w funkcji czasu zaniku stanu trypletowego liganda
1 wspdtczynnika zatamania $wiatta (Rysunek 5b) i jak kluczowe sg to parametry.
Pokazano réwniez, ze materiaty te wykazuja powolng relaksacje magnetyczng dla
wybranych jonéw (Nd, Gd, Tb, Dy, Er, Yb) (zobacz podrozdziat 6) [19, 20], co
dowodzi mozliwos$ci taczenia wlasciwosci luminescencyjnych i magnetycznych w
zwigzkach uzyskanych na bazie tych samych ligandéw. Dobrze zdefiniowane uktady
molekularne typu [NaxLnL4] w polaczeniu z analizg wiasciwosci spektroskopowych
1 magnetycznych wpisujg si¢ w poszukiwanie uktadow dwufunkcyjnych, ktore sg
w stanie  skutecznie sensybilizowa¢ emisje lantanowcow w  potaczeniu
z maksymalizacja anizotropii magnetycznej. Wyniki te wskazuja, ze ligandy
o odpowiednio zaprojektowanej budowie umozliwiaja precyzyjne sterowanie
luminescencja, pozwalajac na otrzymywanie emiterow o wysokiej wydajnos$ci oraz
wielofunkcyjnych uktadow molekularnych w obrebie szeregu lantanowcow.
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Rysunek 4. Wzory ligandow z grupy N-fosforylowanych karboksyamidéw a) N-(difenylofosforylo)pirazyno-
2-karboksyamid, b)  2,2,2-trichloro-N-(difenylofosforylo)acetamid,  c) difenylo-N-
benzoiloamidofosforan (wspotpraca z prof. V.M. Amirkhanovem).

Figure 4. Formulas of ligands from the group of N-phosphorylated carboxamides a) N-
(diphenylphosphoryl)pyrazine-2-carboxamide, b) 2,2,2-trichloro-N-
(diphenylphosphoryl)acetamide, ¢) diphenyl-N-benzoylamidophosphate (collaboration with prof.
V.M. Amirkhanov).
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Rysunek 5. a) Widma wzbudzenia emisji [Na,LnLs] w 295 K; b) Q%,, (%); jako funkcja zmian wspotczynnika
zatamania $wiatla i czasu zaniku stanu trypletowego ligandu 7, (w s) [19].

Figure 5. a) The emission excitation spectra of [Na,LnL,] at 295 K; b) QL, (%) as a function of the
variations on the refractive index and the ligand triplet state decay time 7, (in s) [19].

Kolejnym cennym wynikiem bylo pokazanie, ze zwigzki koordynacyjne
nalezgce do tej samej grupy ligandow, karboksyamidofosforandw, ujawniajg roznice
w luminescencji wynikajace z rodzaju podstawnikow oraz obecnosci réznych
przeciwjonow [21, 22]. W badanych uktadach zmiany w budowie ligandow oraz
rodzaju przeciwjondw prowadza do mierzalnych réznic w ksztalcie widm emisji
i wzbudzenia emisji, wzglednych intensywnos$ciach pasm 1 wydajnoSciach
kwantowych emisji, co odzwierciedla wrazliwo$¢ wlasciwosci luminescencyjnych
na geometri¢ koordynacyjng oraz site pola ligandow.

Interesujgcym przypadkiem sa zwiagzki koordynacyjne Ln** z 2,2,2-trichloro-N-
(difenylofosforylo)acetamidem, gdzie zmiana przeciwjonu z Na* na [PPh4]*, pomimo
zachowania wewngtrznej sfery koordynacyjnej, bardzo silnie wptywa na ich
wlasciwosci fotofizyczne [21]. Drastyczne obnizenie efektywnos$ci sensybilizacji
emisji Eu*" i Tb3" dla zwigzkow z kationem [PPhs]* znajduje odzwierciedlenie
w widmach wzbudzenia emisji oraz warto$ciach szybkos$ci transferu energii ze
stanow singletowych i trypletowych ligandu. Obliczenia teoretyczne wskazuja, ze
zarowno Si, jak i T; wykazuja podobne wlasciwosci, z przesunieciem ggstosci
elektronowej z obszarow ligandu do organicznego przeciwjonu. Wykazano, ze
przyczyna redukcji ner jest wptyw kationu w zewngtrznej sferze koordynacyjne;j,
ktoéry przyczynia si¢ do zwigkszenia odlegtosci donor - akceptor w poréwnaniu do
uktadow z kationem Na®. Przypisuje si¢ to gestosci elektronowej [PPhs]*, ktora
bezposrednio uczestniczy w tworzeniu stanéw wzbudzonych S; i T1. Wykazano, ze
przeciwjon w drugiej sferze koordynacyjnej moze odgrywaé kluczowa role
w efektywnosci niepromienistego transferu energii ligand-jon lantanowca
1 modyfikowaé wlasciwosci fotofizyczne zwigzkéw. Wyniki pokazaly, ze mozna
dostroi¢ wlasciwosci fotofizyczne zwigzkow Ln*" rowniez poprzez odpowiednie
zaprojektowanie II sfery koordynacyjne;.
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Natomiast zwigzki koordynacyjne PPh4[LnLs], gdzie HL = difenylo-/N-
benzoiloamidofosforan, s3  efektywnymi  konwerterami  promieniowania
elektromagnetycznego w serii lantanowcow, a zwigzki Sm**, Dy** i Tm’*
charakteryzuja si¢ podwdjna emisja Vis i NIR w zakresie pierwszego, drugiego
itrzeciego okna telekomunikacyjnego, a takze pierwszego i drugiego okna
biologicznego, co czyni je interesujagcymi z punktu widzenia aplikacyjnego [22].
Ponadto wykazuja one intensywng mechanoluminescencj¢ w zakresie Vis widoczng
»golym okiem” (Rysunek 6), a zwigzki Nd**, Dy*" i Tm?" powolng relaksacj¢
magnetyczng indukowang polem magnetycznym. Wedlug naszej wiedzy bylo to
pierwsze doniesienie o mechanoluminescencji zwigzku koordynacyjnego Tm3*. Te
zwigzki koordynacyjne oprdcz interesujagcych wilasciwosci aplikacyjnych sg tez
dobrymi uktadami modelowymi do badan zalezno$ci parametrow iloSciowych
mechanoluminescencji i zachowania SIM od wlasciwosci strukturalnych zwigzkow,
W tym obejmujgcymi rOwniez zmiane¢ przeciwjonu, jak réwniez uktadami do badan
korelacji wlasciwos$ci magnesow molekularnych z wlasciwo$ciami optycznymi.

6
His2  ppn,pyL,)

8Hy12  BHgp

Intensywno$¢ znormalizowana

500 600 700 800
Dhugos¢ fali (nm)

Rysunek 6.  Widma mechanoluminescencji PPhs[LnL,] [22].
Figure 6. Mechanoluminescence spectra of PPhs[LnL,] [22].

Zebrane wyniki badan wyraznie obrazujg zaleznos$ci migdzy budowa
a wlasciwos$ciami spektroskopowymi i magnetycznymi zwiazkéw koordynacyjnych
lantanowcow oraz pozwalaja zweryfikowaé i udoskonala¢ funkcjonujace modele
teoretyczne. Uzyskane wnioski stanowig podstawe racjonalnego projektowania
wysoko wydajnych konwerterow promieniowania elektromagnetycznego, uktadow
w ktorych transfer energii wzbudzenia konkuruje z wieloma promienistymi
1 niepromienistymi procesami oraz otoczenia koordynacyjnego pozwalajacego na
uzyskanie zarowno funkcjonalnos$ci optycznej, jak i magnetyczne;.
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2. NANOFLUORKI

Materialy fluorkowe zapewniaja S$rodowisko o niskiej energii fonondéw
i precyzyjnie zdefiniowanej strukturze krystalicznej, co czyni je wyjatkowo
warto$ciowymi w badaniach efektow pola krystalicznego, symetrii miejscowej,
proces6w upkonwersji oraz emisji zaleznej od temperatury. Zestawienie wynikow
uzyskanych dla nanokrystalicznych fluorytow BaF-YFs, krystalicznych faz NaLnFa
oraz nanoplatform termometrycznych opartych na lantanowcach dostarcza pelnego
obrazu zalezno$ci miedzy mikrostruktura a odpowiedziag optyczng jonodw
lantanowcow w matrycach fluorkowych. Szczegdlnie istotng role odgrywaja uklady
NaYF4+wspoétdomieszkowane jonami Yb** 1 Er**, w ktorych obserwuje si¢ najbardziej
efektywny proces upkonwersji NIR—VIS wsrod konwencjonalnych materiatow
nieorganicznych. Wysoka wydajno$¢ konwersji wynika z duzego przekroju
czynnego na absorbcje oraz korzystnego potozenia pozioméw energetycznych Yb**
jako sensybilizatora oraz dobrze zdefiniowanych $ciezek populacji stanow *Ss/2
12Hu/2 jonu Er* odpowiedzialnych za emisje¢ w obszarze zielonym i czerwonym.
W rezultacie materialy te znajduja szerokie zastosowanie jako sondy
luminescencyjne, a takze jako komponenty luminescencyjnych termometrow
optycznych, gdzie stosunek intensywnos$ci termicznie sprzezonych pozioméw Er®*
dostarcza precyzyjnej i nieniszczacej informacji o temperaturze.

Z drugiej strony, uklady wspoldomieszkowane parg jonéw Yb*'-Nd**
wykorzystujg silng absorpcje jonéw Yb** w bliskiej podczerwieni oraz efektywny
transfer energii do jondéw Nd**, prowadzac do wydajnej konwersji energii
promieniowania NIR na ciepto. Zjawisko to umozliwia projektowanie nanoplatform
o wilasciwosciach fototermicznych, potencjalnie przydatnych w termoterapii
i kontrolowanym podgrzewaniu na poziomie nano- i mikroskopowym. W potaczeniu
z wysokg stabilno$cig chemiczng i niskg energiag fonondéw matryc fluorkowych,
systemy te stanowig silng podstawe¢ do tworzenia wielofunkcyjnych materiatow
integrujacych emisje luminescencyjng, odczyt temperatury oraz generacje ciepta
w jednej nanostrukturze.

Przeprowadzona analiza spektroskopowa nanokrysztatéw B-NaLnFs pozwolita
rozstrzygna¢ dlugo dyskutowang kwesti¢ strukturalng dotyczaca symetrii tej
technologicznie istotnej klasy matryc fluorkowych [23]. We wczes$niejszych pracach
proponowano dwie nieckompatybilne pod wzglgdem symetrii grupy przestrzenne, P6
oraz P6s/m, co prowadzilo do odmiennych interpretacji wzordéw rozszczepienia
Starka oraz lokalnego otoczenia koordynacyjnego domieszkowych jonéw Ln*". Na
podstawie wysokiej jakoSci widm wzbudzenia i emisji (Rysunek 7), wykazano, ze
jony domieszkowe w [-NaGdF+ i B-NaYF« zajmuja dwie krystalograficznie
nieekwiwalentne pozycje sieciowe, co jest w petni zgodne z grupa przestrzenng P6
i niezgodne z P6s/m. Badania wyjasniaja rowniez zrodlo rozbieznosci obecnych
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w literaturze. Probki otrzymywane w wyniku reakcji w fazie stalej lub poddawane
wygrzewaniu  charakteryzuja  si¢  niskim  stopniem  nieuporzadkowania
strukturalnego, co pozwala jednoznacznie rozdzieli¢ sygnaty odpowiadajace dwom
pozycjom sieciowym 1 prowadzi do widm zgodnych z symetria P6. Natomiast
materialy wytracane z roztworéw wykazuja wigksze rozmycie i nakladanie si¢ pasm
emisyjnych, co maskuje obecno$¢ dwoch pozycji i moze skutkowaé blednym
przypisaniem wyzszej symetrii P6s/m. Wyniki uzyskane dla ukladu B-NalnF.
w sposob modelowy pokazuja mozliwosci wysokorozdzielczej spektroskopii
lantanowcow potaczonej z analiza pola krystalicznego w pozyskiwaniu informacji
strukturalnych, ktéore moga pozosta¢ niedostepne lub niejednoznaczne na podstawie
samej dyfrakcji rentgenowskiej. Zdolno$¢ do precyzyjnego powigzania
starkowskiego rozszczepienia multipletow z pozycjami krystalograficznymi oraz do
odtworzenia tych przypisan poprzez modelowanie pola krystalicznego pokazuje, ze
sygnatury spektroskopowe jonow 4f moga pemi¢ funkcje bardzo czulych sond
symetrii lokalnej, deformacji sieci oraz liczby pozycji miejscowych. Praca ta
ilustruje, ze swiadome polaczenie eksperymentalnych danych
fotoluminescencyjnych z teoretycznym opisem pola krystalicznego prowadzi do
strukturalnie spdjnego opisu ztozonych matryc fluorkowych, a jednoczesnie
podkresla szerokie zastosowanie spektroskopii lantanowcow jako narzedzia
diagnostycznego do ujawniania subtelnych cech strukturalnych w materiatach
nieorganicznych.

——  NaGdF Eu”, 208K 500.8 (1)
MaGdF Eu” (800 °C), 208 K

NaGdF Eu” (600°C), 77 K

D~'F,

15913 ()
e

mw)f
A

i\ ss2em

D> F;

I e ssan
—_ |
S I
= |
O o' I
N7 T /
o | I y
IS | I 1y
; Wl I‘l LN f
e 1\ I \
2 N N ) f’\ e~ ST o S
T M\
L — 1
= [ \\
|
A
PR [N
T\ | \
/‘\\J/ \ / \
{ / \
_J N N
T T T T T T
580 590 610 620 630 840

Dtugosé fali (nm)

Rysunek 7. Widma fotoluminescencji (PL; Aex = 394 nm) zarejestrowane w temperaturze 298 K oraz 77 K
dla probek NaGdFa4:Eu*': §$wiezo wytraconej z roztworu oraz wygrzewanej w 600°C. Oznaczenia
(D) i (I) wskazuja pasma przypisane do jonéw Eu’" obsadzajacych dwie krystalograficznie
nierownowazne pozycje sieciowe [23].

Figure 7. Photoluminescence spectra (PL; Aex = 394 nm) recorded at temperature 298 K and 77 K for
NaGdF+:Eu** samples: freshly precipitated from solution and annealed at 600°C. Markings (I)
and (II) indicate the bands assigned to Eu®* ions occupying two crystallographically inequivalent
lattice positions [23].

Kontynuacja prac nad zastosowaniem metod modelowania pola krystalicznego
byla reanaliza parametrow PK jonu Eu*" w a- i B-NaYFa, ktora podkreslita znaczenie



FUNKCJONALNE ZWIAZKI METALI F-ELEKTRONOWYCH 1725

doboru parametrow poczatkowych zgodnych z rzeczywistym otoczeniem
koordynacyjnym jonéw Eu*" w tej matrycy [ 24 ]. Analiza wykazuje, ze
parametryzacje oparte na niepelnych przypisaniach pozioméw Starka lub na
poczatkowych zestawach parametrow niezgodnych ze strukturalnym otoczeniem
Eu** prowadza do niespdjnych wartosci parametréw pola krystalicznego. W pracy
zaproponowano takze kryteria oceny wiarygodnosci modeli pola krystalicznego.
Opracowanie to dostarcza metodologicznych wskazoéwek dotyczacych wyznaczania
parametrow CF w matrycach fluorkowych o niskiej symetrii oraz wskazuje
ograniczenia wynikajace ze stosowania niepetnych zbiorow danych.

Spektroskopia fluorescencyjna pozwolita réwniez wykazaé, Zze materiaty
nanokrystaliczne powszechnie opisywane jako ,.BaYFs” sa w rzeczywistoSci
roztworami statymi typu fluorytu Bai—YF2ix, a nie zwigzkami stechiometrycznymi
[25]. W badaniu wyrézniono dwa zakresy sktadu odpowiadajace dwdm réznym
fazom o strukturze fluorytu. Intensywnos$ci emisji Eu®*, ksztatt widm oraz czasy
zaniku zmieniajg si¢ w sposob regularny w szeregu probek o ré6znym stosunku BaF»—
YF;, co odzwierciedla zmiany w rozmieszczeniu kationéw i strukturze defektow
w sieci fluorytowej. W nanokrysztatach domieszkowanych Yb**/Er** wzgledne
intensywnosci zielonych i czerwonych pasm upkonwersji zalezg silnie od sktadu, co
pokazuje, ze procesy wielofotonowe oraz migracja energii sa wysoce wrazliwe na
strukture fazowa. Wyniki te podkreslajg koniecznos$é precyzyjnej identyfikacji fazy
przy interpretacji luminescencji w uktadach BaF,-YFs.

Wiasciwoscei  funkcjonalne nanomateriatow  fluorkowych wykazano na
przyktadzie nanokrysztatéw NaREF. domieszkowanych Er*/Yb* i Nd*/Yb**,
projektowanych do jednoczesnych zastosowan w termometrii luminescencyjnej
i zastosowan fototermicznych (Rysunek 8) [26]. Zmiany stosunku intensywnosci
termicznie sprzg¢zonych pozioméw Er** umozliwiaja ratiometryczny pomiar
temperatury przy wzbudzeniu 980 nm. Analogiczne uktady domieszkowane para
jonow Nd*/Yb** wykazuja wydajng konwersj¢ promieniowania NIR na ciepto,
pozwalajac na kontrolowane, lokalne nagrzewanie nanoczastek. Odpowiedz
termiczna silnie zalezy od powlok powierzchniowych (SiO., PEG, CTAB), ktore
wplywaja na przekazywanie ciepta do otoczenia. Wyniki te pokazuja, ze mozliwe
jest wykorzystanie jednej nanoplatformy o podwdjnej funkcjonalnosci, w ktorej
ogrzewanie i odczyt temperatury uzyskuje si¢ przy uzyciu pojedynczej dtugosci fali
wzbudzenia.
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Rysunek 8.  a) Schematyczny diagram procesow transferu energii prowadzacych do upkonwersji NIR— VIS
oraz generowania ciepta pod wptywem wzbudzenia wiazka o dtugosci fali 980 nm; b) obraz TEM
nanoczastek NaNdF4:Yb*"(20%); c) wzrost temperatury (AT) zarejestrowany dla nanoczastek
NaNdF4:x%Yb?* *@ SiO: po réznym czasie naswietlania [26].

Figure 8. a) Schematic diagram of the energy transfer processes leading to NIR— VIS upconversion and
heat generation under the influence of 980 nm excitation; b) TEM image of NaNdF4:Yb**(20%)
nanoparticles; c¢) temperature increase (AT) recorded for NaNdF4:x%Yb?® “@ SiO: nanoparticles
after different exposure times [26].

Przedstawione wyniki badan nad materiatami fluorkowymi dostarczajg petnego
obrazu zaleznosci migdzy struktura, symetria i sktadem a fotofizyka lantanowcow.
Do najwazniejszych osiggni¢¢ nalezg: identyfikacja roztwordéw statych typu fluorytu
w uktadzie BaF»-YF3, iloSciowe wyznaczenie parametréw pola krystalicznego
w fazach NaLnFa, udoskonalenie metod modelowania CF oraz wykazanie, Ze
nanokrysztaly fluorkowe mogg petié jednoczesénie funkcje czujnikow temperatury
1 materiatléw fototermicznych.

3. SPEKTROSKOPIA JONOW DWUWARTOSCIOWYCH Ln?*
I STRUKTURA ELEKTRONOWA KONFIGURACJI 4f*5d*

Badania jonéw lantanowcow na stopniu utlenienia +2 stanowia unikatowy
obszar spektroskopii jonow f-elektronowych, poniewaz konfiguracja 454" jest
znacznie bardziej podatna na oddziatywania pola krystalicznego niz konfiguracje 4/
typowe dla jonow trojwarto§ciowych. Elektron 5d, charakteryzujacy si¢ duzym
zasiggiem przestrzennym i stosunkowo stabym ekranowaniem, reaguje bezposrednio
na zmiany geometrii koordynacyjnej. W rezultacie widma jonéw Ln*" stanowia
doskonate narzgdzie do analizy strukturalnej i energetycznej materiatow
fluorkowych, halogenkowych i tlenkowych. Natomiast elektrony powloki 4f
zachowuja swoja typowa staba podatno$¢ na oddziatywania z otoczeniem, co
sprawia, ze konfiguracje 4f%'5d" ujawniaja zlozona wzajemna zalezno$c¢
oddzialywan elektrostatycznych, spinowo—orbitalnych oraz pola krystalicznego.
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Istotny postep w ostatnich latach w badaniach jonow lantanowcoéw Ln?* nastapit
dzieki uzyskaniu wysokorozdzielczych widm absorpcyjnych w 4K dla uktadow,
w ktorych jony Ln*" w matrycach halogenkowych stabilizowano bezposrednio
podczas wzrostu krysztatow. Kluczowy wktad w rozwoj tej dziedziny stanowi praca
dotyczaca Nd** w SrCl., w ktérej po raz pierwszy opisano wysokiej jakosci widma
absorpcyjne krysztalow zawierajacych neodym wprowadzony od razu w postaci jonu
dwuwartosciowego [27]. W widmach tych obserwuje si¢ wyrazne linie zero-
fononowe oraz dobrze rozdzielone progresje wibronowe odpowiadajace modowi
vi(aig) kompleksu NdCls®~ (Rysunek 9a), co umozliwito jednoznaczne wyznaczenie
energii pierwszego przejscia f—d, petlng rekonstrukcje poziomoéw 4£5d' oraz
szczegolowa parametryzacje hamiltonianu obejmujacego oddziatywania elektron—
elektron, sprz¢zenie spin-orbita i udzial pola krystalicznego. Uzyskanie tak
szczegotlowego widma absorpcyjnego Nd** umozliwia zastosowanie metody
,»odcisku palca” w celu identyfikacji obecnosci jonéw Nd?* zarowno w widmach juz
istniejgcych, lecz nie w petni zinterpretowanych, jak i tych ktore beda zarejestrowane
w przyszto$ci.
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Rysunek 9. a) Widmo absorpcyjne o wysokiej rozdzielczoéci zarejestrowane w temperaturze 4,2 K dla
SrCl:Nd** (0,15%) w zakresie przejscia 4/*(’ls) — 4f°5d(e,)'. Wstawka pokazuje zdjecia
monokrysztalow SrCl, domieszkowanych jonami Nd*>' (lewy) i Nd** (prawy); b) Widmo
absorpcyjne o wysokiej rozdzielczosci zarejestrowane w temperaturze 4,2 K dla SrCl:Dy**
(0,2%), przedstawiajace przejscia z podstawowego multipletu 4/°(’ls) do standéw o najnizszej
energii konfiguracji 4/°5d" [27].

Figure 9. a) High-resolution absorption spectrum recorded at 4,2 K for SrCL:Nd** (0,15%) in the 4/*(°Ls) —
4£35d(e,)" transition range. The inset shows images of SrCl, single crystals doped with Nd** (left)
and Nd** (right); b) High-resolution absorption spectrum recorded at temperature 4,2 K for
SrCl:Dy** (0,2%), showing transitions from the ground multiplet 4/'°(°Is) to the lowest-energy
configuration states 454" [27].

Porownywalny poziom szczegélowosci osiagni¢to w badaniach jonu Dy?*
w SrClz, gdzie dysproz na drugim stopniu utlenienia zostat rowniez wprowadzony
bezposrednio podczas wzrostu krysztatu, co wyeliminowato koniecznos¢ redukcji
Dy?*" po syntezie [28]. Widma absorpcyjne w niskich temperaturach ujawniaja bogata
struktur¢ pasm f—d, liczne linie zero-fononowe oraz charakterystyczng progresje
wibronowg przypisana do modow vi(aig) ~ 212 cm™' kompleksu DyCls® (Rysunek
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9b). Polaczenie danych eksperymentalnych z potempirycznymi obliczeniami
przeprowadzonymi w ramach teorii pola krystalicznego umozliwilo identyfikacje
przej$¢ spinowo dozwolonych oraz formalnie spinowo wzbronionych, a takze
wykazanie, ze silne mieszanie stanéw wysokospinowych i niskospinowych prowadzi
do znaczacego wzmocnienia przej$¢ normalnie stabych. Praca ta stanowi jak dotad
najdoktadniejsza charakterystyke spektroskopowa Dy?" w matrycy halogenkowe;j.

Dodatkowe informacje o wlasciwosciach neodymu na drugim stopniu utlenienia
uzyskano w badaniach jonéw Nd** w monokrysztatach SrClz, SrBr: oraz Srlz, ktore
pozwolity powigza¢ charakter otoczenia anionowego i lokalng symetrie z ksztattem
widm f—d [29]. Cho¢ energia najnizszego przejscia f—d zmienia si¢ wzdtuz szeregu
jedynie w umiarkowanym stopniu, struktura widmowa ulega istotnym modyfikacjom
wskutek obnizenia symetrii (od On w SrClz do Ca oraz Ci/Cz w SrBr2 1 Srlz) 1 wzrostu
polaryzowalnos$ci aniondéw. Podczas gdy SrCl:Nd** wykazuje wyrazne linie zero-
fononowe 1 dobrze rozdzielone progresje wibronowe, w SrBr2 1 Srlz cechy te stajg si¢
mniej widoczne, a nizsza symetria umozliwia wickszg liczbg przejs$¢ elektronowych,
prowadzac do poszerzonych 1 nalozonych pasm. Zastosowanie jednolitego
hamiltonianu parametrycznego dla catej serii wykazato, ze réznice widm wynikaja
przede wszystkim ze zmian sily i symetrii pola krystalicznego, przy relatywnie
niewielkich zmianach parametréw jonu swobodnego.

Sm(II) domieszkowany do monokrysztatow SrCl., SrBr. i Srl. wykazuje
wyraznie odmienne zachowanie spektroskopowe, odzwierciedlajgce zarowno
symetri¢ miejscowa, jak i nature ligandow w sieci krystalicznej [30]. We wszystkich
matrycach obserwuje si¢ w temperaturze pokojowej szerokie pasmo emisji
pochodzace od dozwolonych przej$¢ migdzykonfiguracyjnych 4/°5d' — 4/ Sm(II).
Charakter widm w niskich temperaturach zalezy jednak silnie od anionu otaczajacego
jon metalu. W SrCl:Sm?* obnizenie temperatury do 5 K prowadzi do catkowitego
zaniku szerokiego pasma 4/°5d" — 4f°. Widmo sktada si¢ wowczas z szeregu waskich
linii odpowiadajacych przej$ciom wewngtrzkonfiguracyjnym 4/°- 4/°, pochodzacych
od centrow Sm(II) zajmujacych niemal centrosymetryczne pozycje sieciowe. Dobrze
rozdzielona struktura subtelna wskazuje na niewielkie mieszanie konfiguracji oraz
stosunkowo sztywne lokalne otoczenie jonow Sm(I). W SrBr:Sm?** widma
niskotemperaturowe réwniez ujawniaja dominujace przejscia
wewnatrzkonfiguracyjne. Ponizej ok. 25 K pojawia si¢ wiele waskich linii
odpowiadajacych przejsciom *Do — 7F; (J = 0—4). Analiza czasow zaniku emisji
wskazuje, ze Sm(Il) obsadza co najmniej dwie nieekwiwalentne pozycje sieciowe
osymetrii Cs4 1 Ci, co tlumaczy wigkszg liczbe sktadowych widmowych
w poréwnaniu z SrCl. W Srl:Sm(II) obserwuje si¢ zasadniczo odmienny przebieg
zjawiska: nawet w 4,2 K nie wystepuje dlugotrwala emisja Do (4/°). Wynika to
Z nizszego polozenia energetycznego konfiguracji 4/°5d", ktora skutecznie wygasza
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stan “Do. W efekcie widmo Srl:Sm?* skfada sie wylgcznie z przej$¢ 4/°5d" — 4
o krotkich czasach zaniku, bez udziatu przejs¢ wewnatrzkonfiguracyjnych.

Zgodnos$¢ migdzy strukturg widm a temperaturowa zaleznosciag czaséw zycia
pokazuje, ze w SrCl: 1 SrBrz réznica energetyczna mig¢dzy najnizszymi poziomami
45d" a metastabilnym stanem °Do (4f°) jest porownywalna, co umozliwia
regulowang temperaturg konkurencje miedzy kanatami emisji
miedzykonfiguracyjnej i wewnatrzkonfiguracyjnej. W Srl. natomiast stabilizacja
poziomu 5d catkowicie wygasza emisj¢ *Do. Roznice te dowodza wysokiej
wrazliwo$ci Sm(II) na symetri¢ lokalng i site pola ligandow oraz pokazuja, ze rodzaj
halogenku jednoznacznie determinuje réwnowage miedzy konfiguracjami 4/
14£°5d".

W SrB+O7:Sm(Il) szczegdtowe pomiary absorpcyjne i emisyjne w niskich
temperaturach, wsparte analizag czaséw zaniku emisji zarejestrowanych w funkcji
temperatury, umozliwity wyznaczenie wiarygodnych parametréw Hamiltonianu
opisujacego oddziatywania jonu swobodnego i pola krystalicznego dla konfiguracji
4% [31]. Widma wskazuja, ze cechy strukturalne matrycy tlenkowej silnie wptywaja
na potozenie pozioméw elektronowych Sm(II), co potwierdza wysoka wrazliwos¢
tego jonu na lokalne otoczenie oraz jego przydatnosc¢ jako czutej sondy strukturalnej
w matrycach tlenkowych

Wyjatkowo interesujacy przyklad stanowi Tm?* w CsCals, gdzie
zaobserwowano zarowno luminescencj¢ w bliskiej podczerwieni, jak i wydajne
procesy up-konwersji obejmujace konfiguracje 4/25d4' [32]. Widma wzbudzenia
jednofotonowego ujawniajg szerokie pasma odpowiadajace przejSciom z poziomu
2F7/2(4/) do stanow 4f25d". Struktura konfiguracji 4f'25d" jest okre§lana przez
rozszczepienie orbitali 54 na poziomy t, 1 € W polu oktaedrycznym oraz
dodatkowego sprze¢zenia z multipletami zrgbu 4/*2. Dwukolorowa spektroskopia
wzbudzenia pozwolila zaobserwowac przej$cia migdzy roznymi stanami 4/'25d" oraz
zidentyfikowa¢ S$ciezki absorpcji dwufotonowej odpowiedzialne za zielong
luminescencj¢ anty-Stokesowska (~550 nm). Zaleznos¢ czasdéw zycia od temperatury
umozliwita okreslenie energii aktywacji procesoOw wygaszania przejscia 4/25d" —
4" oraz wyznaczenie przekrojow czynnych emisji w zakresie NIR, co dalo pierwszy
pelny opis eksperymentalno-teoretyczny proceséw konwersji energii w uktadzie
z Tm?".

Uzupehienie badan stanowig prace, w ktorych opracowano ujednolicony
formalizm analizy widm f-d dla jonéw Lr** w matrycach halogenkowych.
W pierwszej z nich zastosowano parametryzowany Hamiltonian do szesciu jonéw
(Sm?*, Eu*, Tm*, Yb*, Nd**, Dy*) wprowadzonych jako domieszki do
monokrysztatow do SrCl, umozliwiajac systematyczne poréwnanie parametrow
jonu swobodnego i pola krystalicznego oraz wyznaczenie energii stanow 4£5d"
jonoéw Nd?* [33]. Kolejna praca rozszerzyta t¢ metodologi¢ na szereg CaClz:Ln?*,
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pokazujac, ze zestawy parametréw Hamiltonianu uzyskane dla SrCl. moga stuzy¢
jako wiarygodne wartosci poczatkowe do modelowania widm w chemicznie
pokrewnych matrycach [ 34 ]. Wreszcie, szersza analiza trendow parametrow
Hamiltonianu wzdtuz szeregu Ln** wykazala, ze dane eksperymentalne dla jednego
jonu w matrycy o danej strukturze pozwalaja z duza dokladnoscia przewidywac
potozenie pasm f—d dla innych jondéw Ln** w tej samej matrycy [35].

Podjete systematyczne badania pozwolity na rozwdj wspotczesnej spektroskopii
jonoéw Ln** i przejScie od badan pojedynczych, stabo rozdzielonych widm do
spojnego, ilosciowego opisu opartego na wysokorozdzielczych pomiarach
i zunifikowanych modelach Hamiltonianu. Szczegdlnie pouczajace okazaly sie¢
uktady z Nd**, Dy*, Sm*" i Tm?*", ktore pozwolily przetestowa¢ modele teoretyczne
1 opracowac ogo6lne zalezno$ci wiazace sile pola krystalicznego, polaryzowalno$é
anionow 1 symetri¢ lokalng ze strukturg energetycznag standw 42 '54". Rezultaty te
umozliwiaja nie tylko zrozumienie mechanizméw przej$¢ f-d w znanych
materialach, lecz takze przewidywanie na podstawie modeli parametrycznych
wlasciwosci optycznych nowych uktadow zawierajacych jony Ln?*.

4. FUNKCJONALNE NANOMATERIALY I UKELADY HYBRYDOWE

Nanomateriaty oparte na lantanowcach wykazuja zréznicowane wtasciwosci
optyczne kontrolowane przez chemi¢ powierzchni na poziomie nanometrowym,
oddzialywania matryca—go$¢ oraz sklad matrycy. Badania dotyczace
upkonwertujgcych nanoczastek powleczonych mezoporowata krzemionka, kropek
kwantowych stabilizowanych polimerami, oddziatywan kompleks—polimer oraz
polimerowych znacznikéw luminescencyjnych na bazie Eu®* pokazujg, ze
luminescencj¢ lantanowcow mozna modulowaé, stabilizowa¢ lub wzmacniaé
poprzez odpowiednie zaprojektowanie struktury nanomaterialow.

Pokrycie upkonwertujacych nanoczastek NaYFs; (UCNP) powloka
mezoporowatej krzemionki umozliwia przeniesienie hydrofobowych UCNP do
srodowisk wodnych przy zachowaniu ich aktywno$ci optycznej i stabilnosci
koloidalnej [36]. Morfologia i porowato$¢ uzyskiwanej powloki krzemionkowej
zaleza od rodzaju surfaktantu, dlugosci tancucha alkilowego, rozpuszczalnika oraz
katalizatora (Rysunek 10a). Surfaktanty kationowe sg niezbedne do otrzymywania
jednorodnych struktur typu UCNP@SiO: z pojedynczym rdzeniem, natomiast
kroétsze tancuchy alkilowe sprzyjaja agregacji. Rozktad rozmiaréw poroéw (zwykle 2—
5,5 nm) oraz powierzchni¢ wtasciwa mozna regulowac, co pozwala na efektywne
wprowadzenie barwnikoéw organicznych, takich jak rodamina B, do mezoporowatej
powloki. Otrzymane nanostruktury zachowuja wydajna upkonwertowang emisje
istanowiag wszechstronng platforme¢ do enkapsulacji barwnikéw czy lekow,
obrazowania lub dalszej funkcjonalizacji powierzchni.
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Rysunek 10. a) Obrazy TEM nanoczastek UCNP@SiO: otrzymanych przy uzyciu: (A) cykloheksanu, (B)
heptanu, (C) eteru dietylowego, lub (D) octanu etylu jako rozcienczalnika TEOS [36]; b) Obrazy
TEM nanoczastek Ag>S w chloroformie (A) oraz po przeniesieniu do wody z uzyciem PMAO
B) [37].

Figure 10.  a) TEM images of UCNP@SiO: nanoparticles prepared using: (A) cyclohexane, (B) heptane, (C)
diethyl ether, or (D) ethyl acetate as a TEOS diluent [36]; b) TEM images of Ag:S nanoparticles
in chloroform (A) and after transfer to water using PMAO (B) [37].

Alternatywne podejscie polega na stabilizacji kropek kwantowych Ag.S
w $rodowisku  wodnym z wykorzystaniem polimeréow amfifilowych, np.
dlugotancuchowego ko-polimeru bezwodnika maleinowego i 1-oktadecenu (PMAO)
(Rysunek 10b) [37]. Powloka polimerowa PMAO wnika w hydrofobowa warstwe
ligandow, a nastgpnie ulega hydrolizie, wytwarzajac ujemnie natadowane grupy na
powierzchni, co umozliwia przeniesienie kropek do wody bez konieczno$ci wymiany
pierwotnych ligandow, ktdra odstania powierzchni¢ nanokrysztatu i generuje putapki
powierzchniowe powodujace silne wygaszanie emisji. Otrzymane koloidy Ag.S—
PMAO zachowujg okoto 60% pierwotnej wydajno$ci kwantowej, co stanowi warto$¢
istotnie wyzsza niz w ukladach otrzymywanych metoda wymiany ligandow,
1 pozostaja stabilne koloidalnie przez dlugi czas, wykazujac potencjaly zeta nizsze
niz -30 mV. Badania cytotoksyczno$ci potwierdzajg ich przydatnos¢ do obrazowania
biologicznego w zakresie bliskiej podczerwieni.

Hybrydowe nanostruktury potprzewodnik—lantanowiec ukazuja wspotzalezno$é
migdzy procesami ekscytonowymi w matrycy a emisjag jonéw lantanowcow.
W kropkach kwantowych ZnSe oraz w strukturach rdzen—powloka ZnSe/ZnS
domieszkowanych jonami Tb* badania fotoluminescencyjne wykazuja
wspolistnienie rekombinacji ekscytonéw w potprzewodniku oraz transferu energii do
Tb** [38]. Wprowadzenie powloki ZnS istotnie wzmacnia emisj¢ Tb** poprzez
pasywacje powierzchniowych pulapek, ktore w przeciwnym razie konkurowatyby
z procesem sensybilizacji. Pomiary emisji czasoworozdzielczej ujawniaja, ze
luminescencja jonow Tb*" jest opdzniona wzgledem emisji matrycy, co potwierdza,
ze jony lantanowca sa wzbudzane wskutek transferu energii ze standéw
ekscytonowych potprzewodnika. Wyniki podkreslajg, ze pasywacja powierzchni
oraz projektowanie struktur rdzen-powtoka sa kluczowe dla uzyskania efektywnego
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sprzgzenia ekscytondow z jonami Tb**. Takie uktady hybrydowe stanowig podstawe
opracowywania nanomaterialdow umozliwiajacych kontrole transferu energii ze
stanow ekscytonowych polprzewodnika do jonow lantanowcoéw poprzez
modyfikacje warunkow powierzchniowych i1 obecno$¢ powloki pasywujace;j,
prowadzac do wzmocnienia emisji Ln**.

Dodatkowych  informacji na  temat  zachowania  lantanowcow
w nanokrystalicznych matrycach nieorganicznych dostarczaja badania fosforow
Gd20:S:Eu®*, w ktorych wlasciwosci emisyjne sa silnie determinowane przez
warunki syntezy oraz stg¢zenia domieszki [39]. Widmo emisji jest zdominowane
przez przejscie *Do—7F2, ktorego intensywno$¢ odzwierciedla zmiany symetrii
lokalnego otoczenia jonow Eu** zastepujacych Gd**. Zmiany atmosfery wypalania,
wielko$ci czgstek i1 efektywno$ci wprowadzania domieszki prowadzg do mierzalnych
ro6znic w uporzadkowaniu strukturalnym, co bezposrednio koreluje z intensywnoscia
luminescencji i czasami Zycia stanoéw emisyjnych. Pomiary czasow zycia wskazuja,
Ze poprawa krystaliczno$ci sprzyja efektywnos$ci proceséw promienistych jonu Eu?",
co jest zgodne ze wzrostem uporzadkowania lokalnego ograniczajacym
bezpromieniste $ciezki wygaszania. Wyniki te identyfikujg Gd.0O-S jako wydajna
i strukturalnie stabilng nanokrystaliczng matryce dla jonéw Eu** oraz ukazuja, ze
wlasciwosci optyczne oksysiarczkow sg ksztattowane przez wspotdziatanie stezenia
domieszki, warunkoéw syntezy i stopnia uporzagdkowania sieci.

Silnie luminescencyjne sferyczne nanoczgstki polimerowe zawierajace P-
diketonianowe zwigzki koordynacyjne Eu** stanowig wysoce wydajne znaczniki
luminescencyjne wykorzystywane w diagnostyce immunologicznej, testach
immunochromatograficznych ~ przeplywu  bocznego oraz mikroskopii
luminescencyjnej z rozdzielczosciag czasowa. Wsrod badanych zwigzkow
najkorzystniejsze wilasciwosci do inkorporacji w polimerowe matryce wykazuje
Eu(ttfa)s(TOPO): (ttfa — tenoilotrifluoroacetonian, TOPO - tlenek trioktylofosfiny),
gdzie mechanizm luminescencji opiera si¢ na efekcie anteny z wzbudzeniem ligandu
w nadfiolecie i transferem energii do jonow Eu**, prowadzac do charakterystycznej
czerwonej emisji [ 40 ]. Po immobilizacji zwigzkéw koordynacyjnych w
nanoczastkach  polistyrenowych  typu rdzen-plaszcz  z funkcjonalizowana
powierzchnia, ich wydajno$ci kwantowe osiagaja powyzej 80% przy dtugich czasach
zycia emisji rz¢du setek mikrosekund. Sfunkcjonalizowany ptaszcz chroni zwiazki
koordynacyjne przed kontaktem z woda, zwicksza stabilno$¢ dyspersji oraz
umozliwia kowalencyjne sprze¢ganie z biomolekutami z wysoka wydajnoscia przy
niskiej adsorpcji niespecyficznej.

Testy czutosci w ptytkach mikrotitracyjnych z pomiarami luminescencji
z rozdzielczo$cig czasowg wykazujg granice detekcji rzedu 10°'® mol, podczas gdy
w testach immunochromatograficznych przeptywu bocznego nanoczastki wykazuja
wyrazny sygnat poréwnywalny lub przewyzszajacy komercyjne rozwigzania przy
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minimalnym osadzaniu niespecyficznym. Kluczowe zalety obejmuja efekt
amplifikacji sygnatu wynikajacy z duzej liczby czasteczek luminoforu w pojedynczej
nanoczgstce, eliminacj¢ autofluorescencji poprzez dlugie czasy zycia emisji oraz
wysoka jasno$§¢ z wydajnosScia kwantowg i absorpcja przekraczajagcymi 90%.
Opracowane nanoczastki lacza doskonale parametry optyczne ze stabilno$ciag
w srodowisku  biologicznym 1 mozliwoscia  efektywnego  sprzegania
z biomolekutami, stanowigc obiecujace narzgdzie w nowoczesnej diagnostyce
bioanalityczne;j.

Dobrym przykladem hybrydowego uktadu kompleks—polimer sg J3-

diketonianowe kompleksy lantanowcoéw oddziatujace z poliwinylopirolidonem
(PVP). W takim $rodowisku pojawiaja si¢ silne efekty matrycowe, ktdére moga
zardwno wygaszac, jak i wzmacnia¢ luminescencj¢, w zaleznos$ci od rodzaju ligandu
i stopnia protonacji [ 41 ]. Kompleksy Tb* z ligandami hfa
(heksafluoroacetyloacetonian)  ulegaja  niemal  catlkowitemu  wygaszeniu
w roztworach PVP obojetnych lub zasadowych, natomiast wzrost stezenia jonow H*
powoduje ponad trzydziestokrotne zwigkszenie intensywnos$ci emisji (Rysunek 11).
Odwrotne zachowanie obserwuje si¢ dla kompleksow opartych na acac
(acetyloacetonian), ktore w obecnosci H* wykazujg zwigkszone wygaszanie. Efekty
te wynikaja z oddzialywan jon-dipol oraz wigzan wodorowych migdzy grupami
karbonylowymi ligandow a PVP, =z dodatkowa stabilizacja zwigzang
z podstawnikami CFs; Iub CHs. Odpowiedz luminescencyjna jest catkowicie
odwracalna, co umozliwia przelaczanie OFF-ON wyzwalane poprzez zmian¢ pH
iwskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania takich ukladéw jako elementéw
molekularnych urzadzen optycznych.
Oddziatywanie jondéw lantanowcoéw z matrycami polimerowymi dobrze ilustruje
zachowanie Tb*" w roztworach poliwinylopirolidonu (PVP) [ 42 ]. Pomiary
spektroskopowe pokazuja, ze PVP nie petni funkcji obojetnego osrodka, lecz tworzy
dobrze zdefiniowane struktury koordynacyjne z Tb*" poprzez wigzania wodorowe
oraz oddziatywania kowalencyjne, w ktérych kluczowa role odgrywa grupa
karbonylowa polimeru. Sita tych oddziatywan zalezy od stezenia polimeru, rodzaju
rozpuszczalnika i temperatury, prowadzac do mierzalnych zmian w widmach emisji
Tb*. Luminescencja Tb*" jest wyraznie modyfikowana wskutek tworzenia réznych
form Tb*" zwigzanych z PVP: zmiany intensywnosci i wzglednego udziatu pasm
*Da—7"F; wskazuja, ze polimer wptywa na lokalne pole wytwarzane przez ligandy
otaczajagce jon. Wyniki te pokazuja, ze PVP moze modulowaé fotofizyke
lantanowcow w roztworach poprzez modyfikowanie lokalnego otoczenia
koordynacyjnego jonéw Tb*". Badanie to podkresla, ze oddzialywania polimer—
lantanowiec stanowig istotny czynnik determinujacy wiasciwosci emisyjne jonow
Ln* w $rodowiskach solwatujacych i powinny by¢ uwzglgdniane podczas
projektowania luminescencyjnych materialow polimerowych.
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Rysunek 11. Zmiany widm emisji etanolowego roztworu NEtTb(hfa):s (1 x 102 mM) (a), tego samego
roztworu w obecnosci PVP (0,55 mM) (b) oraz podczas naprzemiennego dodawania HCI (c, e,
2) lub NaOH (d, f). Wstawka przedstawia porownanie zmian wzglednej intensywnos$ci emisji
NEtTb(hfa)s w obecnosci (m) oraz w nieobecnosci (o) PVP. Cykl 0 — roztwor poczatkowy;
cykle 1, 3,5,7,9, 11 — dodatek HCI; cykle 2, 4, 6, 8, 10 — dodatek NaOH [41].

Figure 11.  Changes in the emission spectra of an ethanolic solution of NEtsTb(hfa)s (1 x 102 mM) (a), the
same solution in the presence of PVP (0,55 mM) (b), and during alternate addition of HCI (c, e,
g) or NaOH (d, f). The inset shows a comparison of changes in the relative emission intensity of
NEt:Tb(hfa) in the presence (m) and in the absence (0) of PVP. Cycle 0 — initial solution; cycles
1,3,5,7,9, 11 — addition of HCI; cycles 2, 4, 6, 8, 10 — addition of NaOH [41].

Potwierdzeniem oddzialywania matrycy polimerowej z wprowadzonymi
zwigzkami koordynacyjnymi Ln** s wiasciwosci fotofizyczne cienkich warstw
PMMA zawierajace [NaxLn(L)4(OTf)(DMF)] (patrz rozdziat 1) [43]. Wykazano
zroznicowanie wptywu PMMA w zalezno$ci od rodzaju Ln**, dotyczy ono jondéw o
matej (Sm*", Dy3") i duzej (Eu®", Tb3") przerwie energetycznej pomigdzy poziomami
emitujacym a kolejnym o mniejszej energii. Badania pokazuja, ze modyfikacja
wartoéci QF i Q" (redukcja) oraz dlugosci czasow zaniku emisji (wzrost) dla
PMMA-Eu i PMMA-Tb w stosunku do monokrysztatow wynika glownie ze zmiany
wspotczynnika zatamania §wiatta (1,49 dla PMMA i 1,6 dla monokrysztalow). To
pozwolito na opracowanie nowego modelu do teoretycznego oszacowania catkowitej
wydajnosci kwantowej emisji dla cienkich warstw PMMA z wprowadzonymi
zwigzkami koordynacyjnymi Eu*" lub Tb**, ktorego uzyteczno$¢ zweryfikowano
poprzez poréwnanie z danymi eksperymentalnymi. Nalezy podkresli¢, ze model ten
nie moze by¢ stosowany dla Sm*" i Dy*" ze wzgledu na interakcj¢ wygaszajaca
PMMA. Pomimo zmnigjszenia catkowitej wydajnosci kwantowej emisji w PMMA
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w porownaniu z monokrysztatami, cienkie warstwy zawierajace mieszaning
zwigzkéw Ln*" maja potencjat do wykorzystania jako zabezpieczenia
luminescencyjne w tym kolorowe kody kreskowe.

5. MAGNETYZM MOLEKULARNY I RELAKSACJA
MAGNETYCZNA W ZWIAZKACH KOORDYNACYJNYCH
LANTANOWCOW

Badania relaksacji magnetycznej w zwiagzkach koordynacyjnych lantanowcow
obejmuja réznorodne uktady o zroznicowanej budowie i strukturze elektronowej,
ukazujac, w jaki sposéb architektura czasteczkowa, pole ligandéw oraz
oddzialywania wymienne prowadza do powstawania ukladow wykazujacych
wlasciwosci magnesow jednocentrowych (SIM) lub magneséw molekularnych
(SMMs). Szczegolng uwage poswigcea si¢ identyfikacji zroédet powolnej relaksacji
magnetycznej w monojadrowych centrach lantanowcow, iloSciowemu okreslaniu
barier i mechanizmow relaksacji oraz analizie cech strukturalnych odpowiedzialnych
za silng anizotropi¢ magnetyczng i thumienie kwantowego tunelowania magnetyzacji
(QTM). Uzyskane wyniki prowadza do spdjnego zbioru zasad projektowych, ktore
lacza geometri¢ koordynacyjna, wlasciwosci elektronowe ligandéw oraz sprze¢zenia
z rodnikami z wydajnoscia uktadoéw typu SIM.

Najwczesniejsze z tych badan dotyczy wlasciwos$ci magnetycznych zwigzku
koordynacyjnego Er** z nitroksylowymi ligandami rodnikowymi o wzorze
Er(hfac);(TEMPO)., ktory wykazuje charakterystyczne cechy magnesu
molekularnego (SMM) mimo monojadrowej budowy [44]. Pomiary podatnosci w
polu  magnetycznym przemiennym AC ujawniaja temperaturowo- i
czestotliwosciowo  zalezne  sygnaly  sktadowej poza-fazowej podatnosci
magnetycznej x”, przy zerowym polu staltym, co potwierdza powolng relaksacje
magnetyzacji. Jon Er*" wykazuje szczegélng predyspozycje do generowania cech
SMM, gdyz jako jon Kramersa o wysokim m; = +15/2 w polu ligandoéw o silne;j
anizotropii posiada dobrze rozdzielone, dwukrotnie zdegenerowane podpoziomy, co
hamuje tunelowanie kwantowe magnetyzacji i sprzyja stabilizacji bistabilno$ci
magnetycznej. Analiza pokazuje, ze obecno$¢ rodnikow nitroksylowych silnie
wplywa na anizotropi¢ magnetyczna poprzez oddziatywania wymienne pomiedzy
centrum Er** a skoordynowanymi ligandami rodnikowymi. Dynamika relaksacji jest
ksztaltowana zaréwno przez rozszczepienie pola krystalicznego, jak i przez $ciezke
sprz¢zenia wymiennego obecnag dzigki koordynowanym rodnikom, zgodnie z
mechanizmem obejmujacym wspotudzial procesow Orbacha i Ramana. Wyniki te
pokazuja, ze koordynacja rodnikéw stanowi skuteczng strategiec indukowania
zachowania typu magnesow molekularnych SMM w monojadrowych uktadach 4f
poprzez wzmacnianie anizotropii i modyfikacj¢ kanatow relaksacji.
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Bardziej ztozone otoczenie koordynacyjne wystepuje w zwigzkach
kooordynacyjnych [Na:LnL4«(OTf)(DMF)] z Ln = Dy**, Gd**, Tb*" (oznaczane jako
[Na:LnL4]), zawierajacych cztery ligandy N-fosforylowane amidokarboksylowe,
laczacych wysoka efektywno$¢ luminescencji z wlasciwosciami magnesow
jednocentrowych (SIM) [19]. Pomiary dynamicznej podatnosci AC pokazuja, ze w
zerowym polu magnetycznym tunelowanie kwantowe magnetyzacji dominuje dla
wszystkich badanych kompleksow i nie obserwuje si¢ powolnej relaksacji dla Dy**,
Gd*" ani Tb*. Po nalozeniu stalego pola magnetycznego w badaniach w polu
przemiennym AC zwigzki [Na:DyLs] 1 [Na:GdL.] (Rysunek 12) wykazuja
czestotliwosciowo i temperaturowo zalezne sktadowe podatnos$ci magnetycznej poza
fazg ", charakterystyczne dla indukowanej polem powolnej relaksacji, natomiast
[Na.TbL4] nie wykazuje tej zaleznosci mierzalnego sygnatu " [19].
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Rysunek 12. Temperaturowa zalezno$¢ sktadowej podatnosci magnetycznej poza faza x” dla zwiazku
[Na,GdL4] [19].

Figure 12.  Temperature dependence of the out-of-phase component of magnetic susceptibility " for the
compound [Na,GdL,] [19].

Czasy relaksacji wyznaczone dla zwiazkow z jonami Dy** i Gd** dopasowano
modelem obejmujacym relaksacje Ramanowska i mechanizm Orbacha. Dla Dy**
analiza daje Uk = 48,4 K, 10 = 3,3 x 107'° s oraz wyktadnik Ramanowski n = 2,1.
Dla zwiagzku z Gd** zalezno$¢ t(7) jest zgodna z mechanizmem relaksacji Orbacha
w badanym zakresie temperatury. Wyniki te pokazuja, ze nieznacznie zaburzone
otoczenie koordynacyjne zblizone do antypryzmatu kwadratowego, dodatkowo
stabilizowane przez dwa kationy Na® w strukturze zwigzku, wystarcza do
indukowania zaleznych od pola wtasciwosci magnesow molekularnych
jednocentrowych w przypadku Dy*", a nawet nominalnie izotropowego Gd*,
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podczas gdy jon Tb** nie wykazuje obserwowalnej powolnej relaksacji w badanych
warunkach.

Kontynuacja tych prac byly badania zwiazkow koordynacyjnych Nd** i Yb*,
ktore wykazuja indukowane polem, podobne wlasciwosci magnesow
jednocentrowych (SIM) pomimo réznic w charakterze samych jonow (jon Yb3* jest
jonem wydhuzonym a jon Nd** jonem splaszczonym), a jednocze$nie posiadajg
bardzo korzystne wlasciwosci spektroskopowe [20]. Indukowana polem sktadowa
podatnos$ci magnetycznej poza fazg x” wykazuje zaleznos$¢ od temperatury (Rysunek
13) i od czestotliwosci (Rysunek 14) zmian pola. Analiza Cole’a—Cole’a podatnos$ci
zmiennopragdowej AC ujawnita waskie rozktady czasow relaksacji, co umozliwito
precyzyjne wyznaczenie parametrow relaksacyjnych dla obu jonow.
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Rysunek 13. Temperaturowa zalezno$¢ sktadowej podatnosci magnetycznej poza faza x” dla zwiazku
[Na,NdL4] [20].

Figure 13.  Temperature dependence of the out-of-phase component of magnetic susceptibility " for the
compound [Na,NdL,] [20].
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Rysunek 14.
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frequency for the compound [Na,NdL4] [20].

W przypadku Yb** silne sprz¢zenie spin—orbita, w polaczeniu z polem ligandow,
prowadzi do temperaturowej zaleznosci relaksacji zgodnej z mechanizmem glownie
Ramanowskim, z ttumieniem tunelowania kwantowego magnetyzacji (QTM) przy
zastosowaniu niewielkiego pola magnetycznego statego o wartosci 0,1 T (Rysunek

15).

Zaleznos¢ sktadowej podatnosci magnetycznej poza faza x” od czgstosci zmian pola dla zwigzku

Dependence of the out-of-phase component of magnetic susceptibility x” on the field change
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Rysunek 15. Dopasowanie parametréw relaksacji magnetyzacji zgodnie z mechanizmem Ramana dla zwiazku

[Na,YbL4] [20].
Figure 15.
compound [Na2YbL4] [20].

Fitting the magnetization relaxation parameters according to the Raman mechanism for the
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Nd** rowniez wykazuje stabilizowana polem powolna relaksacje, a dopasowane
parametry Cole’a—Cole’a, parametr o okoto 0,2 w temperaturze 3K, potwierdzaja
jednocentrowa dynamike zdominowana przez relaksacje ponizej temperatury 5 K.
Wyniki te pokazuja, ze odpowiednie zaprojektowanie ligandu oraz wprowadzenie
dwéch kationow Na* do struktury krystalicznej kompleksow Ln’* pozwala otrzymac
bifunkcyjne materialy magnetyczno-luminescencyjne. Ligand pelni role
sensybilizatora emisji, a jednocze$nie zapewnia magnetyczng izolacj¢ jondow Ln’*, a
wybrany uktad ligandow indukuje anizotropi¢ magnetyczng nie tylko w przypadku
jonu Dy**, ale takze w jonach Kramersa takich jak Nd** i Yb**, rozszerzajac zakres
stosowalno$¢ zasad okreslonych dla uktadéw opartych na Dy*" przy projektowani
SIM.

Postep w projektowaniu magnesow jednocentrowych (SIM) lantanowcoéw
ilustruja strukturalnie pokrewne zwigzki kompleksowe, w ktérych mozna
jednoczesnie analizowa¢ wlasciwos$ci luminescencyjne i magnetyczne, co umozliwia
bezposrednie powigzanie budowy elektronowej z dynamikg spinowa [21]. Pomiary
podatnosci AC ujawniajg powolng relaksacje magnetyczng dla wybranych jonow,
charakterystyczng dla uktadow typu SIM. Czasy relaksacji wyznaczone na podstawie
zaleznosci czgstotliwoSciowych 1 temperaturowych odpowiadaja mechanizmom
Orbacha Iub relaksacji Ramanowskiej, zaleznie od jonu, a nalozenie w badaniach
dodatkowego pola magnetycznego statego skutecznie thumi tunelowanie kwantowe
magnetyzacji (QTM). Analiza strukturalna wskazuje, ze srodowisko koordynacyjne
narzuca silne osiowe oddzialywania pola ligandow, stabilizujace podpoziomy my
odpowiedzialne za bistabilno§¢ magnetyczng. Badania te pokazuja, zZe
luminescencyjne zwigzki koordynacyjne lantanowcow mogg jednocze$nie
wykazywaé powolng relaksacje magnetyczng, tworzgc materialy wielofunkcyijne,
w ktorych odczyt optyczny i wiasno$ci magnetyczne wynikaja z tej samej
konfiguracji elektronowe;.

Podsumowujac, przedstawione wyniki badan pokazuja, ze powolna relaksacja
magnetyczna w mononuklearnych zwigzkach koordynacyjnych lantanowcow
wynika z polaczenia silnego sprzezenia spin-orbita, anizotropii wywolanej polem
ligandéw oraz, w niektdorych przypadkach, oddzialywan wymiennych ze
skoordynowanymi rodnikami. Uklady mostkowane rodnikami, pole ligandow
generowane przez ligandy fosforylokarboksamidowe oraz zaburzenie struktury i
obnizenie symetrii otoczenia koordynacyjnego reprezentuja odmienne sposoby
modulowania anizotropii magnetycznej i kontrolowania drog relaksacji. Wyniki te
dowodza, ze efektywne zachowanie typu SIM i SMM moze by¢ osiagane dla réznych
lantanowcow - w tym Er’**, Dy*", Nd*" i Yb** a nawet Gd>'- poprzez kontrolowane
ksztattowanie sity i charakteru (symetria, osiowos¢) pola ligandéw, geometrii
koordynacyjnej oraz $ciezek sprzezenia magnetycznego. Ustalenia te sg przydatne
przy formutowaniu zasad projektowania molekularnych magneséw jednojonowych
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opartych na lantanowcach i stanowig podstawe do dalszego rozwoju uktadéw
wielofunkcyjnych, taczacych powolng relaksacje magnetyczna z wilasciwosciami
luminescencyjnymi lub elektronowymi.

6. SZKLA 1 SZKLO-CERAMIKI TELLUROWE: ZALEZNOSCI
STRUKTURA-WELASCIWOSCI I PARAMETRY LUMINESCENCYJNE

Szkta tellurowe stanowia wazng grupe niskofononowych materiatow
optycznych, zapewniajaca korzystne warunki dla przejs¢ promienistych
trojwarto$ciowych jonow lantanowcow. Wysoki wspolczynnik zatamania, szerokie
okno transmisji, dobra stabilno§¢ mechaniczna oraz stosunkowo niskie state
szybkosci dezaktywacji bezpromienistej czynig je doskonatymi matrycami dla
emiterOw w zakresie widzialnym i bliskiej podczerwieni. W badanych uktadach
tellurowych szczegdlng uwage poswiecono analizie wpltywu sktadu szkta, stezenia
domieszki, procesow krystalizacji oraz czynnikow zewnetrznych - takich jak
temperatura czy ci$nienie - na mechanizmy i1 wlasciwosci luminescencyjne.
Zestawione wyniki pokazuja, ze modyfikacja sktadu i struktury szkta umozliwia
kontrolg intensywnosci emisji, dynamiki zaniku oraz parametréw spektroskopowych
istotnych z punktu widzenia zastosowan optycznych.

Badania szkla La»05-Na.O-ZnO-TeO. domieszkowanego jonami Dy3*
dostarczajg szczegdtowych informacji o zaleznych od stezenia wilasciwosciach
optycznych oraz o zjawisku wygaszania termicznego [45]. Systematyczne pomiary
widm absorpcji, emisji oraz kinetyki zaniku pokazuja, ze wzrost stezenia Dy.0s
prowadzi do pojawienia si¢ nieeksponencjalnych krzywych zaniku, ktére
z powodzeniem opisano przy uzyciu modelu Inokuti-Hirayamy. Analiza ta wskazuje,
ze oddziatywania dipol-dipol odgrywaja kluczowa role w procesie wygaszania
stezeniowego stanu wzbudzonego “Fo.. Parametry intensywnos$ci Judda-Ofelta (€,
Qa, Qs), wyznaczone na podstawie widm absorpcji, postuzyly do obliczenia
prawdopodobienstw  przejs¢ promienistych, stosunkow rozgalezien oraz
promienistych czasoéw zycia stanow jonu Dy**, co umozliwito okreslenie przekrojow
czynnych emisji dla charakterystycznych przejs¢ w zakresie niebieskim i zoitym.
Pomiary zalezno$ci czasoéw zaniku od temperatury (291-653 K) ujawnity postepujace
wygaszanie termiczne, a uzyskane dane potwierdzaja termicznie aktywowany
mechanizm dezaktywacji bezpromienistej. Wyniki te jednoznacznie okreslaja
zalezno$ci pomigdzy stezeniem Dy*", strukturg lokalng a procesami dezaktywacji w
szktach bogatych w TeO-, dostarczajac ilo§ciowych parametrow spektroskopowych
niezbgdnych do projektowania materialow optycznych opartych na jonach Dy**

Przeksztalcenie  szkiet tellurowych domieszkowanych jonami  Sm?*
w przezroczyste szkto-ceramiki pokazuje, w jaki sposob kontrolowana krystalizacja
wplywa jednoczes$nie na cechy strukturalne i optyczne materiatu [46]. Obrobka
cieplna prowadzi do jednorodnego wytracania nanokrysztalow ZnTeOs i La:TesOn
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w matrycy szklanej, co potwierdzono metodami dyfrakcji rentgenowskiej
i transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Wzbudzenie do poziomu P32 jondow Sm>*
powoduje silng emisje pomaranczows i czerwong pochodzacg z poziomu *Gsz, przy
czym wyrazne réznice obserwuje si¢ pomiedzy szklem prekursorowym, fazami
krystalicznymi oraz nanokrystalicznymi centrami Sm**:La:TesOn.  Widma
luminescencji i wydajnosci emisji odzwierciedlaja zmiany w symetrii lokalnej
i srodowisku fononowym zwigzane z formowaniem nanokrysztatow. Wyniki te
pokazuja, ze szklo-ceramiki tellurowe stanowia wszechstronng platform¢ do
ksztattowania odpowiedzi optycznej jonéw lantanowcow poprzez wprowadzanie do
przezroczystej matrycy faz krystalicznych o kontrolowanych cechach strukturalnych.

Wplyw zewnetrznego cisnienia na wlasciwosci luminescencyjne szkiet
tellurowych uwidacznia si¢ w uktadach TeO.-ZnO-Na:0O-Y:0; domieszkowanych
jonami Tm?*" [47]. Pomiary prowadzone pod zmiennym ci$nieniem wykazuja
systematyczne zmiany stosunku intensywnosci przej$¢ pochodzacych z poziomoéw
Po 1 'D2 jonow Tm*". Zmiany te umozliwiajg ilosciowe okre$lenie czulosci
luminescencji na ci$nienie i stanowia podstawe do potencjalnego wykorzystania tych
materiatow jako optycznych czujnikow ciSnienia. Obserwowane zmiany
intensywnosci indukowane ci$nieniem przypisuje si¢ modyfikacjom lokalnego
otoczenia jonow Tm?*', wplywajacym zar6wno na S$ciezki populacji poziomow
wzbudzonych, jak i na prawdopodobienstwa przejs¢ promienistych. Wyniki te
pokazujg, ze wielosktadnikowe szkla tellurowe mogg petni¢ rolg funkcjonalnych
materiatow, ktorych wilasciwosci emisyjne reaguja w przewidywalny sposob na
bodzce mechaniczne, co poszerza zakres ich zastosowan poza typowe uktady
luminescencyjne.

Podsumowujac, przeprowadzone badania szkiet tellurowych domieszkowanych
jonami Dy*, Sm* i Tm?*" pokazuja, w jaki sposob projektowanie sktadu,
kontrolowana krystalizacja oraz zewnetrzne oddziatywania determinujg zachowanie
luminescencyjne matryc opartych na TeO.. Polaczenie systematycznej analizy
spektroskopowej z charakterystyka strukturalng pozwala jednoznacznie powigzaé
chemie¢ szkta, strukture lokalng i funkcjonalno$¢ optyczna, ukazujac potencjat
uktadéw tellurowych w zastosowaniach do wys$wietlaczy, laserow, czujnikoéw
ci$nienia oraz zaawansowanych technologii fotonicznych.

7. PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Opisane badania dotycza szerokiego spektrum analizowanych materiatow
zawierajacych jony lantanowcow - obejmujace zwigzki koordynacyjne, fluorki
krystaliczne, materialy nanostrukturalne, hybrydowe nanostruktury, halogenkowe
matryce stabilizujgce lantanowce dwuwarto$ciowe, szkla tellurowe oraz magnesy
jednocentrowe - ktore jednak taczy kilka wspdlnych watkéw. Pomimo rdznic
w wymiarowosci, skladzie chemicznym 1 przeznaczeniu funkcjonalnym, we
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wszystkich tych ukladach wyltaniajg si¢ wspolne zasady dotyczace mechanizmow
transferu energii, struktury pola krystalicznego, zaleznosci struktura-wlasciwosci
oraz metodologii opartej na spektroskopii elektronowej oraz pomiarach
magnetycznych. Zgromadzony dorobek badawczy tworzy spdjne i caloSciowe ramy
opisu zalezno$ci migdzy lokalnym otoczeniem chemiczno-strukturalnym
a wlasciwos$ciami optycznymi i magnetycznymi jonow lantanowcow, umozliwiajac
przewidywanie ich zachowania i formulowanie ogélnych wnioskéw dotyczacych
projektowania 1 interpretacji materialow zawierajacych lantanowce.

Migracja energii i drogi obsadzania stanéw wzbudzonych stanowia kluczowy
czynnik decydujacy o wilasciwosciach fotofizycznych zaréwno w molekularnych
uktadach lantanowcow, jak i w statych materiatach zawierajacych jony lantanowcow,
a wyniki pokazuja, ze S$ciezki transferu energii mozna w szerokim zakresie
kontrolowa¢ niezaleznie od tego, czy zachodzg one poprzez stan trypletowy liganda,
stany ekscytonowe w polprzewodnikach, migracje z udzialem fonondéw
w materiatach krystalicznych, czy relaksacje krzyzowg zalezna od stezenia
domieszki w szkle. W zwigzkach koordynacyjnych jonéw Eu®*, Tb**, Sm*" i Dy3*
wzbudzenie jest zazwyczaj przekazywane poprzez singletowe i trypletowe stany
ligandow (efekt anteny), a ich potozenie energetyczne wzgledem poziomow jonow
Ln’" oraz czasy zycia determinujg efektywnos$¢ sensybilizacji emisji. Systematyczne
badania pokazuja, ze ligandy zawierajace grupy fosforylowe i sulfonylowe, a takze
sztywne uklady karboksyamido—fosforylowe, dostarczaja korzystnie polozonych
energetycznie standow singletowych 1 trypletowych, ograniczajac dezaktywacje
bezpromienistg 1umozliwiajgc uzyskanie wysokich wydajnosci kwantowych;
precyzyjna modyfikacja podstawnikéow pozwala regulowaé efektywnos¢ ISC i
energie stanow trypletowych, odlegto$¢ donor-akceptor oraz modulowaé wewnatrz-
1 miedzyczasteczkowe szlaki transferu energii. W materiatach fluorkowych oraz
nanokrystalicznych procesy transferu energii przebiegaja wedlug mechanizmoéow
odmiennych niz w ukladach molekularnych, a dominujaca role odgrywaja
oddziatywania matryca—domieszka, migracja z asysta fononow oraz wzbudzenie
wielofotonowe; sprawno$¢ tych procesdéw jest silnie uzalezniona od rozmieszczenia
kationow, struktury defektéw, chemii powierzchni oraz budowy sieci krystalicznej.
W  materiatach o strukturze fluorytu domieszkowanych uktadem Yb*'/Er®*
efektywno$¢ upkonwersji zalezy w sposob krytyczny od lokalnego uporzadkowania,
natomiast w nanokrysztatach B-NaLnFs+ jony Yb*" pelig funkcje wydajnych
sensybilizatorow NIR dla Er** i Nd**, co pozwala na wykorzystanie tych uktadow
jako luminescencyjnych termometréw oraz do konwersji promieniowania w cieplo.
W materiatach hybrydowych pojawiaja si¢ dodatkowe mechanizmy kontroli
fotofizyki lantanowcow: w  potprzewodnikowych kropkach kwantowych
sensybilizacja jonéw Tb** zachodzi poprzez stany ekscytonowe, w zwigzkach
koordynacyjnych Tb** w obecnosci PVP przetaczanie OFF-ON emisji jest sterowane
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oddziatywaniami polimer-ligand, natomiast w nanoczastkach upkonwertujacych
odpowiednio zaprojektowane powloki powierzchniowe chronig centra emisyjne
przed wygaszaniem, co pokazuje, ze poprzez odpowiednie ksztaltowanie
nanostruktury mozna selektywnie kierowa¢ lub wzmacniaé przeptyw energii
pomigdzy roznymi skladowymi uktadow hybrydowych. Chociaz emisja
obserwowana dla badanych dwuwarto$ciowych jondéw lantanowcoéw nie byta
efektem sensybilizacji przez ligandy, ich zachowanie spektroskopowe roéwniez
odzwierciedla szlaki transferu energii kontrolowane przez rozszczepienie pola
krystalicznego, stopien kowalencyjnosci wigzan oraz sprzezenie z drganiami sieci.
Wzajemna zalezno$¢ migdzy konfiguracjami 4/% 1 4f2'5d" oraz wysoka wrazliwo$§¢
przej$¢ f—d na otoczenie lokalne pokazuja, ze nawet bez udzialu mechanizmu
antenowego migracja energii pozostaje zjawiskiem determinowanym przez strukture
materiahu.

Przeprowadzone badania pokazaty, ze dopasowanie poziomoéw energetycznych
donoréw 1 akceptoréw, miedzy stanami liganda ipoziomami 4f w zwigzkach
molekularnych lub miedzy jonami sensybilizujagcymi i optycznie aktywnymi w
materiatach statych, jest bardzo wazne, ale w przypadku zwigzkow koordynacyjnych
nie gwarantuje efektywnej sensybilizacji. Wptyw drugiej sfery koordynacyjnej jest
istotny i moze generowa¢ duze zmiany w efektywnosci sensybilizacji emisji poprzez
zmiang rozktadu gestoSci elektronowej i odlegtoéci donor-akceptor, energii stanu
LMCT (zwiazki Eu®") oraz poprzez udziat stanu ’Fs jako stanu akceptorowego
(zwigzki Tb3") przy zachowaniu wartoSci wewnetrznej wydajnosci kwantowe;.
Niezaleznie od typu materiatu, wyniki te pokazuja, zZe transfer energii mozna
regulowac przez kontrole sktadu chemicznego, uporzadkowania strukturalnego i
symetrii otoczenia, wlasciwos$ci elektronowych oraz wplyw czynnikéw
zewnetrznych, co pozwala §wiadomie ksztattowac procesy emisji i dostosowywac je
do okreslonych zastosowan.

Oddziatywania pola krystalicznego oraz lokalna symetria koordynacyjna jawia
si¢ jako kluczowe czynniki wspolne dla optycznych i magnetycznych wtasciwosci
jonoéw lantanowcow we wszystkich analizowanych uktadach. Zgromadzone wyniki
pokazuja, ze niewielkie roznice w rodzaju ligandéw, w budowie sieci krystalicznej
lub w typie anioné6w halogenkowych przekladaja si¢ na systematyczne
i obserwowalne zmiany schematdéw rozszczepienia standow 4f'i 5d, uporzadkowania
poziomoéw pola krystalicznego, prawdopodobienstwo przej$¢ promienistych oraz
dynamiki relaksacji stanow wzbudzonych, determinujac szybkoSci procesow
promienistych, ksztalt widm, rozszczepienie multipletdow oraz odpowiedz
magnetyczng materialow zawierajacych lantanowce. We fluorkach krystalicznych
wysokorozdzielcze widma emisji Eu** jednoznacznie potwierdzajg symetri¢ P6 fazy
B-NalLnFs oraz ujawniaja obecno$¢ jonow Lr*" w dwoch krystalograficznie
odrebnych pozycjach, co znajduje bezposrednie odzwierciedlenie w podwojonej
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liczbie przejs$¢ emisyjnych i dwdch zestawach poziomow dla kazdego multipletu 7F;.
Prawidlowe przyporzadkowanie symetrii okazuje si¢ kluczowe dla uzyskania
spdjnych parametrow pola krystalicznego oraz dla interpretacji widm elektronowych,
ktore przez dhugi czas pozostawaly biednie interpretowane w przypadku probek
nanokrystalicznych. Podobny obraz wytania si¢ w uktadach molekularnych,
w ktorych pole ligandow wywierane przez ligandy fosforylowane sulfon- i
karboksyamidy oraz o charakterze rodnikowym okresla wzgledne energie
podpoziomdéw 4f, intensywnos$¢ przejs¢ nadczulych, stosunki rozgalezien przejsé
promienistych 1 — w niektdrych przypadkach — anizotropi¢ prowadzaca do powolnej
relaksacji magnetycznej. W zwigzkach koordynacyjnych erbu(Ill) z ligandami
rodnikowymi rozszczepienie pola krystalicznego stanu podstawowego wspoldziata
ze sprz¢zeniem wymiennym, stabilizujac anizotropi¢ osiowa i tlumiac kwantowe
tunelowanie magnetyzacji, co pokazuje, ze odpowiednie projektowanie czasteczek
bezposrednio przektada si¢ na charakter relaksacji magnetyczne;.

Halogenkowe matryce stabilizujace jony lantanowcéw na drugim stopniu
utlenienia pokazuja w bardzo przejrzysty sposob zaleznosci pomiedzy symetrig,
polaryzowalno$cig liganddw a struktura elektronowa jondw. W sieciach SrClz, CaClz
i CsSrBrs domieszkowanych jonami Ln?* potoZenie i rozszczepienie najnizszych
stanow 5d bardzo wiernie odzwierciedlajg symetri¢ wezta sieci, prowadzac do dobrze
rozdzielonych sktadowych progresji wibronowych i umozliwiajac jednoznaczng
identyfikacje przejs¢ elektronowych. Systematyczne zmiany sily pola krystalicznego
w szeregu halogenkowym (CI- — Br~ — I") skutkuja przesunieciem ku podczerwieni
pasm 4f* — 4f154' oraz zmianami parametrow pola krystalicznego 1 statych
sprz¢zenia spin—orbita. Wysokorozdzielcze badania jondéw Sm?", Dy* i Nd**
ujawniajg regularne, periodyczne trendy w parametrach Hamiltonianu, pokazujac, ze
strukturg¢ elektronowa jonéw Lr?>" mozna opisaé spdjnym modelem pola
krystalicznego, opartym na jednolitych parametrach w calej serii jondw, w sposob
poréwnywalny pod wzgledem doktadnosci z dobrze ugruntowanym opisem
lantanowcow trojwarto§ciowych.

Wyniki prowadzonych prac pokazuja, ze znaczenie symetrii wykracza poza
poszczegodlne klasy materiatdw: zardbwno w zwiazkach molekularnych, krysztatach
fluorkowych, matrycach halogenkowych, jak i w amorficznych szktach tellurowych
to pole krystaliczne decyduje o dostgpnosci podpoziomdéw odpowiedzialnych za
emisj¢ lub odpowiedZz magnetyczng, o charakterze stanéw wykazujacych emisje
i 0 udziale konkurujacych mechanizmow relaksacji magnetycznej, a w konsekwencji
— o wiasciwosciach funkcjonalnych materialu. Regularne trendy w parametrach
Hamiltonianu w obrgbie serii lantanowcow potwierdzaja, ze niewielkie roznice
strukturalne prowadza do przewidywalnych, ilosciowych zmian w strukturze
elektronowej, tym samym podkreslajac uniwersalno$¢ i wiarygodnos¢ teorii pola
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krystalicznego jako narzedzia interpretacji wtasciwosci optycznych i magnetycznych
materialow na bazie lantanowcow.

Uzyskane wyniki jednoznacznie ujawniaja zalezno$ci miedzy strukturg a
wlasciwosciami: zmiany strukturalne - na poziomie molekularnym, nanometrycznym
lub krystalicznym - przekladaja si¢ bezposrednio na obserwowalne modyfikacje
wlasciwosci optycznych i magnetycznych. W zwiazkach molekularnych rodzaj,
konfiguracja i sztywno$¢ grup koordynujacych okreslaja sile i symetri¢ pola
ligandow, energie standw trypletowych, szybkosci procesow bezpromienistych,
barwe emisji oraz, w niektorych uktadach, anizotropi¢ magnetyczng. Modyfikacje
elektronowego charakteru ligandow fosforylowanych sulfon- i karboksyamidow
poprzez wprowadzenie podstawnikow oraz poprzez zmiany w drugiej sferze
koordynacyjnej, prowadzg do zmian efektywnosci sensybilizacji i ksztaltu widm
emisji, natomiast koordynacja ligandow rodnikowych wprowadza drogi sprzezenia
wymiennego, istotne zarowno dla dynamiki relaksacji, jak i dla zachowania
magneséw jednocentrowych. W materiatach krystalicznych i nanostrukturalnych
wplyw budowy jest rownie wyrazny: rozklad kationow, stopien nieuporzadkowania
sieci, rozmieszczenie domieszki 1 pasywacja powierzchni determinujg intensywno$é
emisji, sprawno$¢ konwersji wielofotonowej, czuto$¢ temperaturowg oraz odpornoscé
termiczng emisji. W matrycach o strukturze typu fluorytu rozmieszczenie jonéw Ba**
1 Y*" decyduje o stopniu nieuporzadkowania lokalnego, a w nanokrysztatach NaLnF4
kontrolowane warunki syntezy pozwalaja systematycznie ksztattowaé rozmiar,
morfologi¢ irozmieszczenie domieszki, z ktorych kazdy czynnik wptywa na
wlasciwoséci optyczne. Chemia powierzchni - w tym powlekanie krzemionka lub
enkapsulacja polimerowa - modyfikuje lokalne $rodowisko fononowe jonow
lantanowcow, a tym samym wydajno$¢ proceséw promienistych.

Szkta tellurowe dostarczajg dodatkowego przyktadu zaleznosci wynikajacych ze
sktadu i warunkéw obrobki termicznej: domieszkowanie jonami Dy**, Sm** lub Tm3*
pokazuje, w jaki sposob sktad chemiczny szkla, stopien nieuporzadkowania
lokalnego, temperatura oraz kontrolowana krystalizacja wptywaja na przekroje
czynne emisji, kinetyke zaniku i zjawiska wygaszania. Wytracanie nanokrysztatow
w matrycy tellurowej prowadzi do wzrostu uporzadkowania strukturalnego wokot
jondw o wilasciwosciach optycznych, roznigcego sie od rozmytego otoczenia
lokalnego amorficznych centrow w szkle macierzystym.

Halogenkowe  matryce  stabilizujace  jony  Ln?* stanowig jeden
z najczytelniejszych przyktadow bezposredniego przetozenia lokalnej struktury na
wlasciwosci elektronowe. Konfiguracja 54 jonow Ln?* jest wyjatkowo czula na
lokalne warunki koordynacji, a niewielkie réznice w symetrii wezla sieci oraz
w polaryzowalno$ci anionéw prowadzg do zupelnie odmiennych schematow
rozszczepienia poziomow w polu krystalicznym, zmian w rozkladzie intensywnos$ci
poszczegdlnych cztondéw progresji wibronowych i wyraznie roézniacych sie widm
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elektronowych. Tym samym, zaréwno w klasycznych uktadach Ln®, jak
i w matrycach Ln?', lokalna symetria i charakter wigzan jednoznacznie okreslaja
strukture elektronowsg stanéw 4f* oraz 4f2'5d", decydujgc o ich wilasciwosciach
optycznych i magnetycznych. Co ciekawe, jon Yb?**, ze wzgledu na znacznie wigkszg
wrazliwo$¢ elektronow 54 na wplyw najblizszego otoczenia niz w przypadku
ekranowanych standéw 4f, moze by¢ jeszcze lepsza sondg strukturalng, wskazujaca
symetri¢ lokalnego otoczenia, niz powszechnie stosowany Eu®*.

Catos¢ przedstawionych wynikéw podkresla znaczenie metod badawczych
spektroskopowych 1 magnetometrycznych w analizie wlasciwosci jonoéw
lantanowcow. Techniki takie jak: niskotemperaturowa wysokorozdzielcza
spektroskopia elektronowa, czasowo-rozdzielcza spektroskopia emisyjna, pomiary
kinetyki luminescencji czy pomiary podatnosci AC, w potaczeniu z odpowiednia
analizg oraz teoretycznym modelowaniem wynikéw dostarczajg precyzyjnych,
ilo$ciowych informacji o procesach promienistych i bezpromienistych, sprz¢zeniu
elektron—fonon, drogach transferu energii oraz dynamice spinowej. Wykorzystanie
charakterystycznych cech widm do analizy intensywnosci Judda-Ofelta,
wyznaczania parametréw hamiltonianu pola krystalicznego, identyfikacji symetrii
lokalnego otoczenia czy mechanizméw relaksacji i transferu energii pokazuje, ze
obecne metody spektroskopii lantanowcow stanowig wiarygodne narzgdzie do
projektowania  materiatbw o  okreSlonych  wlasciwosciach  optycznych
i magnetycznych.

Podsumowujgc, wyniki przedstawionych badan pokazuja, Ze optyczne
i magnetyczne wlasciwosci materialdow na bazie lantanowcow wynikaja
bezposrednio z okreslonych cech strukturalnych, a $wiadome ksztattowanie
geometrii koordynacyjnej, struktury sieci krystalicznej lub symetrii lokalnego
otoczenia stanowi racjonalng droge do projektowania materiatow o wymaganych
wlasciwosciach. Calo$¢ badan ukazuje spojny obraz, w ktorym transfer energii
i struktura pola krystalicznego wspdlnie definiujg zachowanie jondw lantanowcow -
zarowno w zwigzkach molekularnych, materiatach nanorozmiarowych,
monokrysztatach czy szktach, a zaawansowane metody spektroskopowe pozwalaja
te zaleznos$ci ilo§ciowo opisa¢ i stanowia podstawe racjonalnego projektowania
uktadow molekularnych oraz uktadoéw krystalicznych.

Perspektywicznie, uzyskane wyniki wskazuja na kilka obiecujacych kierunkow
rozwoju. Ustalone zalezno$ci migdzy strukturg lokalnego otoczenia a strukturg
elektronowa jonoéw Ln’" 1 Ln?" stanowia podstawe racjonalnego projektowania
materiatow wielofunkcyjnych, w ktérych sygnaty optyczne, odpowiedz termiczna
oraz charakterystyki relaksacji magnetycznej moga by¢ jednocze$nie
optymalizowane w jednej platformie molekularnej lub w matrycy stalej.
Przewidywalne systematyczne zmiany parametrow pola krystalicznego wzdhuz
szeregu lantanowcdéw stwarzaja mozliwosci projektowania ich wlasciwosci
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wspomaganego obliczeniami. Postep w syntezie nanomateriatdéw i w kontrolowaniu
chemii powierzchni umozliwia tworzenie uktadéw hybrydowych, w ktorych transfer
energii mozna regulowac poprzez odpowiedni dobor sktadowych uktadu, co pozwala
precyzyjnie sterowa¢ konwersja emisji (w gore lub w dob) oraz funkcjami
sensorycznymi. Wysokorozdzielcze spektroskopowe badania dwuwarto$ciowych
jonéw lantanowcow podkreslaja potencjal w kierunku eksploracji mniej typowych
konfiguracji elektronowych 4f, i ich wykorzystania jako zrodta sygnatow optycznych
szczegoOlnie wrazliwych na symetri¢ otoczenia, sprz¢zenie spin—orbita oraz
polarowalno$¢ ligandow - cech nieosiagalnych w uktadach trojwartosciowych.

Wspélwystgpowanie  wlasciwosci  luminescencyjnych 1 magnetycznych
w wybranych uktadach wskazuje na mozliwo$¢ projektowania materiatow,
w ktorych sygnal optyczny odzwierciedla zmiany w strukturze poziomow
zwigzanych z relaksacjg magnetyczng lub lokalnymi przej$ciami strukturalnymi, co
tworzy perspektywe dla czujnikdw reagujacych na bodzce magnetyczne lub
mechaniczne.
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ABSTRACT

This paper aims at highlighting Auer von Welsbach’s findings, inventions and
industrial implementations. His painstaking research on lanthanides at the end of the
nineteenth century led to the discovery of neodymium and praseodymium. Another
two elements, ytterbium and lutetium, could have been also attributed to him, but it
was his rival Georges Urbain, who won the controversial priority dispute. Not only
was Auer von Welsbach a prominent scientist, but also a successful entrepreneur and
industrialist. His contrivances include the gas mantle and lighter flints, as well as
enhancement of the incandescent lamp, which is now obsolete. However, his
inventions still have a strong impact on the up-to-date industry. Auer von Welsbach’s
life and achievements are commemorated by issuances of both circulation and
collector coins in Austria, together with the museum located in the town of Althofen
in Carinthia.

Keywords: lanthanides, neodymium, praseodymium, gas mantle, Carl Auer von
Welsbach, history of chemistry

Stowa kluczowe: lantanowce, neodym, prazeodym, siatka zarowa, Carl Auer von
Welsbach, historia chemii
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WPROWADZENIE

Przetom XIX i XX w. obfitowal w wazne odkrycia naukowe. To wtedy po
raz pierwszy Henri Antoine Becquerel zaobserwowal niewidzialne promieniowanie
emitowane przez wystepujace w naturze mineraty uranu, a Wilhelm Rontgen wytworzyt
réwnie tajemnicza sztuczng radiacje. Kilkanascie lat pozniej Niels Bohr opublikowat
swoj model budowy atomu. Wobec tak istotnych odkry¢ uktad okresowy Dymitra
Mendelejewa, zawierajacy w oryginalnej wersji zaledwie 63 pierwiastki, musiat ulec
aktualizacji. Posta¢ tytulowa ma znaczacy udzial w tych przetomowych wydarzeniach.

W 1838 r. szwedzki chemik Carl Gustaf Mosander wyizolowatl z materialu
uznawanego dotad za tlenek ceru(Ill) nowa substancje — tlenek lantanu(Ill). Dwa lata
pézniej udalo mu si¢ z roztworu siarczanu(VI) lantanu(Ill) otrzymaé sol kolejnego
nowego pierwiastka, ktory nazwat dydymem (ang. didymium) [1]. Nazwa ta wywodzi si¢
z greki i oznacza blizniaka, ze wzgledu na to, ze jego odkrycie bylo §cisle powigzane
z odkryciem lantanu. Tozsamo$¢ dydymu jako pierwiastka zostala do$¢ szybko
zakwestionowana na podstawie rozbieznosci w wyznaczonych masach atomowych
i roznic w widmach probek pochodzacych z ré6znych zrodet [2]. Jednak do wyizolowania
z dydymu homogenicznych sktadnikoéw (neodymu i prazeodymu) przez Auera von
Welsbacha byto jeszcze daleko.

Wspoltczesny przemyst jest uzalezniony od wielu strategicznych surowcow.
Wystarczy wspomnie¢ tzw. mineralty konfliktu, ktoérych produkcja i handel moga by¢
zwigzane z finansowaniem konfliktow zbrojnych i terroryzmu, a takze tamaniem praw
cztowieka. Do grupy tej naleza kasyteryt, kolumbit-tantalit, wolframit, a takze rudy
ztotonosne. Surowce te sa zrédlem odpowiednio: cyny, tantalu, wolframu i zlota (ang.
3TG: tin, tantalum, tungsten, gold). Inng grupa pierwiastkéw o znaczeniu strategicznym
sa metale ziem rzadkich, czyli skand, itr i wszystkie lantanowce. Podczas gdy niefortunna
historyczna nazwa tej grupy pierwiastkow sugeruje ich unikatowos$é, a by¢ moze nawet
ezoterycznos$¢, rozpowszechnienie odkrytego przez Auera von Welsbacha neodymu
w skorupie ziemskiej jest porownywalne z rozpowszechnieniem kobaltu [3], a trudnosci
w rozdzielaniu wynikajg z podobienstw wlasciwosci fizycznych i chemicznych.

Neodym ma duze znaczenie w przemysle i nowoczesnych technologiach,
gdzie jest stosowany np. do produkcji magnesow; znalezé go mozna w turbinach
wiatrowych, samochodach hybrydowych oraz w elektronice uzytkowej [4]. Najwigksze
ztoza metali ziem rzadkich znajduja si¢ w Chinach; stad coraz czgsciej pojawiajg si¢
obawy o dostepnos¢ tego pierwiastka i jego koszt w przysztosci. Obecnie istnieje kilka
metod recyklingu neodymu polegajacych m.in. na rozkladzie wodorku tego metalu,
destylacji jego stopu z magnezem, ekstrakcji membranowej, kompleksowaniu
i ekstrakcji za pomocg cieczy jonowych [4]. Uzasadnione przemystowo metody
odzyskiwania neodymu jeszcze nie istniejg; na domiar zlego niektore z zastosowan wrecz
zwigkszaja rozproszenie pierwiastka [5].
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1. ODKRYCIA NAUKOWE AUERA VON WELSBACHA
1.1. NEODYM I PRAZEODYM

Auer von Welsbach, urodzony 1 wrzes$nia 1858 r., po stuzbie wojskowe;j
rozpoczat studia na Uniwersytecie Wiedenskim. W 1880 r. udat si¢ do laboratorium
Roberta Bunsena w Heidelbergu celem prowadzenia dalszych badan uhonorowanych po
dwoch latach stopniem doktora (bez obowigzku sktadania dyzertacji). Po powrocie do
Wiednia Auer von Welsbach rozpoczal prace nad frakcjonowang krystalizacja
podwdjnych azotanow(V) lantanowcow(111) i amonu 0 wWzorze
Ln(NO3)3-2NH4NO3-4H,0, gdzie Ln oznacza lantanowiec [2]. Nalezy zwroci¢ uwagg, ze
proces opiera si¢ na roznicach w rozpuszczalnosci; stad dobor konkretnej soli jest istotny
dla uzyskania satysfakcjonujacych wynikéw. Sam proces frakcjonowanej krystalizacji
okresla si¢ jako pracochtonny i Zmudny. Pasja Auera von Welsbacha i jego wytrwato$é
doprowadzity w 1885 r. do rozdzielenia soli dydymu na dwie frakcje: bedaca
w nadmiarze rézowa oraz mniej obfita — zielona. Pierwiastek wchodzacy w sktad
pierwszej substancji nazwal neodymem, a drugiej — prazeodymem [6]. Stosunek ilosci
otrzymanych dwoch materialtdow odpowiadat jako$ciowo rozpowszechnieniu Nd i Pr
w skorupie ziemskiej.

1.2. ITERBI LUTET

W  pdzniejszym czasie Auer von Welsbach doskonalit technike
frakcjonowanej krystalizacji i eksperymentowal zr6éznymi anionami wchodzacymi
w skfad soli mozliwych do wykorzystania w tym procesie. Jego uwage przykuly
pojawiajagce si¢ w dyskursie akademickim watpliwosci co do homogenicznosci
owczesnego itru. Wkrotce udato mu si¢ rozdzieli¢ zwigzek itru na dwa nieznane dotad
sktadniki, ale poczatkowo nie byt zadowolony z doktadno$ci swoich pomiar6w masy
atomowej metali wchodzacych w sklad tych frakcji, a takze z wynikow badan
spektroskopowych. Dlatego od roku 1905 publikowat tylko wstepne raporty na temat tego
osiggniecia. Pelna praca dokumentujaca odkrycie zostata przedstawiona dopiero pod
koniec 1907 r., a opublikowana kilka miesigcy pdzniej [7]. Wowczas Auer von Welsbach
zaproponowal, nawiazujace do gwiazd iich konstelacji, nazwy dwoch nowych
pierwiastkow: aldebaranium i cassiopeium. Wyniki jego badan zakwestionowat francuski
chemik Georges Urbain, ktory przed Auerem von Welsbachem, juz w 1905 r.,
opublikowat pracg dotyczaca rozdziatu itru na dwa nowe pierwiastki, ktére nazwat neo-
iterbem i lutetem [2]. Mimo Ze dane liczbowe zgtaszane przez Urbaina byly niekompletne
i obarczone blgdami, wywiazal si¢ wieloletni spor o pierwszenstwo ostatecznie
zakonczony zwycigstwem francuskiego badacza.

1.3. PRZESZKODY NA DRODZE DO LANTANOWCOW

Na kanwie podobienstwa wilasciwosci chemicznych lantanowcow
budowano teorie, ktore potencjalnie mogty kierowaé badania na niewlasciwa droge, tym
samym opozniajac dalsze odkrycia. Oto uznany brytyjski fizyk William Crookes,
odkrywca talu i konstruktor wytadowczych lamp prozniowych, ukut pojecie meta-
pierwiastkow [8]. Wedlug niego dotychczas znane pierwiastki byly grupami meta-
pierwiastkow, ktore z kolei charakteryzowaty si¢ bardzo podobnymi wilasciwosciami
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i znikomymi réznicami w warto$ciach masy atomowej (czyli kryterium, ktéore wowczas
definiowato tozsamo$¢ pierwiastka). Oczywiscie ta bledna teoria miata swoich
zwolennikoéw. Dziewigtnastowieczny naukowiec podpisujacy si¢ jedynie inicjatami po
wystuchaniu wyktadu Crookesa poszedt o krok dalej i na tamach czasopisma Nature
zasugerowal, ze by¢ moze mamy do czynienia z wielka, wrecz nieskonczona liczba
pierwiastkow, podobnie jak jest w przypadku liczby izomerycznych weglowodoréw [9].
Teori¢ meta-pierwiastkow ostatecznie obalit Georges Urbain [10].

Ambicje poszczegdlnych naukowcow i ich udzial w chaotycznym wyS$cigu
0 pierwszenstwo w polaczeniu z podobienstwem wilasciwosci fizycznych i chemicznych
lantanowcdw oraz ograniczeniami 6wczesnych metod laboratoryjnych doprowadzity do
tego, ze odkrywanie kolejnych pierwiastkow z tej grupy zajeto ponad 100 lat, liczac od
daty odkrycia lantanu i ceru az do sztucznie otrzymanego prometu (Rys. 1). Nawet gdy
pominiemy ostatni z wymienionych pierwiastkow, to wtedy poszukiwania i tak trwaty 68
lat. Trudnos$ci w rozdzielaniu zazwyczaj rosnag wraz ze wzrostem liczby atomowej
pierwiastka (i jego malejacym rozpowszechnieniem); stad lutet jest przedostatnim
poznanym lantanowcem.
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Rysunek 1. Chronologia odkry¢ lantanowcow; dane zaczerpnigte z pracy [11].
Figure 1. Timeline of lanthanide discovery; data taken from Ref. [11].

Wspomniane przeszkody sg odzwierciedlone w mnogosci proponowanych
nazw lantanowcow, powodujacej dodatkowe zamieszanie. Nazwy popierane przez
r6znych naukowcow, lecz niezaakceptowane przez spoleczno$¢ chemikow, dzi§ brzmia
egzotycznie i stanowia ciekawostke (Tab. 1). Z tego tez powodu w literaturze pojawiaja
si¢ rozbieznosci co do dat odkry¢ poszczegdlnych pierwiastkow lub nawet brak danych.
Przyktadowo, rok odkrycia prometu na Rys. 1 zostat pobrany z pracy [12].

Tabela 1. Historyczne nazwy lantanowcow w jezyku angielskim na podstawie pracy [8]
Table 1. Historical English names of lanthanides taken from Ref. [8]

Symbol pierwiastka Nazwy

Ce ochroite

Pr+Nd didymium

Pm florentium, illinium, cyclonium

Yb neoytterbium, aldebaranium

Lu cassiopeium, celtium, lutecium
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2. AUER von WELSBACH JAKO WYNALAZCA I PRZEDSIEBIORCA
2.1. OSWIETLENIE GAZOWE

Auer von Welsbach byl nie tylko naukowcem, lecz takze wynalazca,
innowatorem i przedsigbiorca. Jeszcze w czasie pobytu w Heidelbergu u Bunsena Auer
von Welsbach zauwazyl, ze tlenki wielu lantanowcow umieszczone w ptomieniu palnika
emitujg intensywne, barwne S$wiatlo. Jego spostrzezenie moglo by¢ inspiracjg do
opracowania tzw. siatki (lub koszulki) Auera [2, 11] zwanej rowniez siatka (lub koszulka)
zarowa. Stuzyla ona do zwickszenia efektywnos$ci powszechnego wowczas w miastach
oswietlenia gazowego. Poczatkowo zawierata mieszaning tlenku cyrkonu(IV) i tlenku
lantanu(IIl), ale nie do konca spetniata oczekiwania konsumentéw, co ostatecznie
doprowadzilo do czasowego zamknigcia przedsicbiorstwa Auera von Welsbacha
w Atzgersdorf [13]. Ulepszona siatka, emitujaca $wiatto o neutralnym odcieniu, sktadata
si¢ z fragmentu tkaniny nasgczonej roztworem azotanu(V) toru(IV) z niewielkim
dodatkiem soli ceru(Ill). Po umieszczeniu takiej siatki w ptomieniu palnika substancje
organiczne wchodzace w sklad tkaniny ulegaty spaleniu, a zawarte w niej azotany(V)
metali rozktadaty si¢ do odpowiednich tlenkéw (ThO, i CeO,) tworzacych kruchy
szkielet emitujacy silne §wiatlo w ptomieniu lampy gazowe;.

Od pewnego czasu pojawiaja si¢ obawy zwigzane z promieniowaniem
jonizujacym wynikajacym z zawartosci zwiazkow toru w siatce. Wprawdzie emitowane
przez nig promieniowanie zasadniczo nie jest szkodliwe przy zachowaniu odpowiedniej
odlegloéci, lecz dostanie si¢ pylu radioaktywnego pochodzacego ze skruszonego
szkieletu tlenku toru(IV) do wnetrza organizmu stanowi zagrozenie dla zdrowia. Ponadto
niepokoj moga budzi¢ nuklidy potomne tworzace si¢ w wyniku rozpadu toru, w tym rad
i toron, czyli radon-220 (ktorego ilos¢ jest jednak pomijalnie mata ze wzgledu na krotki
okres poéltrwania). Powstajg one zgodnie z ponizszymi rownaniami reakcji [14]:

ZTh s 25Ra + 4He
28Ra — 2BActe
228Ac — Z8Th +e™
235Th — 22'Ra + 3He

33'Ra — 33'Rn + jHe

Produkty zawierajace substancje promieniotworcze podlegaja $cistym
regulacjom prawnym. W niektorych krajach stosowanie siatek Auera jest niedozwolone;
w innych kontrolowana jest ich sprzedaz i utylizacja [15]. Siatki zawierajace tor sa nadal
uzywane w celach turystycznych (i stuza do o$wietlenia gazowego na biwakach),
a ponadto instaluje si¢ je w lampach stuzacych do o$wietlenia stoisk na ulicznych targach
nocnych w Malezji [16]. Z uwagi na opisane powyzej potencjalne zagrozenia opracowano
siatki o zmodyfikowanym skladzie bazujace na zwigzkach itru icyrkonu, ktore
wspotczesnie wykorzystywane sg w celach turystycznych. W literaturze przedmiotu
istnieja dane wskazujace na poréwnywalng efektywnos$¢ §wietlng siatek zawierajacych itr
zamiast toru [17]. Z drugiej strony wykazano, ze deklaracje producentdw umieszczane na
opakowaniach moga odbiegac od faktycznego sktadu i zawartosci radionuklidow.
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Stwierdzono np., ze pewien rodzaj siatek posiadajacych na opakowaniu przekreslony
symbol koniczyny (i dodatkowo przymiotnik ,nieradioaktywny” zapisany w kilku
jezykach), zawierat do 259 mg toru w jednej sztuce [15].

2.2. ELEKTRYCZNE OSWIETLENIE ZAROWE

Nalezy w tym miejscu wspomnie¢, ze Auer von Welsbach miat réwniez
istotny wktad w rozwoj konkurencyjnej technologii, ktora — jak si¢ okazalo — wkroétce
wyeliminowala os§wietlenie gazowe. Oto amerykanski wynalazca Thomas Alva Edison
zaprezentowal nowa lampe, w ktdrej zrodlem swiatta byt drucik platynowy rozzarzony
wskutek przeptywu pradu elektrycznego. Wada tego rozwigzania bylo to, ze drucik tatwo
ulegat stopieniu; zatem aktywnie poszukiwano innych materiatéw. Auer von Welsbach
zaproponowal, aby zarnik wykona¢ z osmu; myslat bowiem, Ze jest to metal o najwyzszej
temperaturze topnienia [13]. Cho¢ w swoich poszukiwaniach przeoczyt obiecujacy
i wykorzystywany szeroko w nastepnych dekadach wolfram, to i tak jego wynalazek
przyniost znaczne dochody [18]. Historia zmagan odzwierciedlona jest w nazwie
niemieckiej firmy do dzisiaj produkujacej artykuly oswietleniowe. Niefortunna z punktu
widzenia jezyka polskiego zbitka wyrazowa OSRAM wywodzi si¢ od niemieckich nazw
pierwiastkow: osmium i wolfram.

2.3. KAMIENIE DO ZAPALNICZEK

Jako utalentowany wynalazca, Auer von Welsbach poszukiwal zastosowan
dla wielu lantanowcow, z ktorych cer jest najbardziej rozpowszechnionym w przyrodzie.
W trakcie swych eksperymentow zauwazyl, ze stop ceru z zelazem ma wiasciwosci
piroforyczne [2] i byl w stanie skomercjalizowaé¢ swoje odkrycie. Opracowany przez
niego produkt — kamienie do zapalniczek — jest wykorzystywany do dzis.

2.4. PLUS LUCIS

Wymienione powyzej wynalazki zwiazane z o§wietleniem zmienily sposob
funkcjonowania ludzi na calym $wiecie. O ich znaczeniu $wiadczy fakt, ze przed
wynalezieniem siatki Auera jedynymi dostgpnymi zrodtami sztucznego $wiatta byly
$wiece i lampy parafinowe [19]. Dlatego motto zyciowe Auera von Welsbacha (Plus
Lucis — wigcej swiatta) [2, 13, 19] adekwatnie odzwierciedla jego wysitki i osiggniecia.

UWAGI KONCOWE

O postaci Auera von Welsbacha autor niniejszego artykulu dowiedziat si¢
po raz pierwszy jako uczen szkoty podstawowej. Zrodtem informacji byta ksigzka Stefana
Se¢kowskiego, znanego polskiego popularyzatora chemii, na famach ktorej instruowal on
mlodego adepta chemii, w jaki sposob pozyska¢ preparat promieniotworczy do
eksperymentdéw [20]. Pozornie trudna misja polegata na zdobyciu nowej lub uzywanej
siatki Auera; ostatecznie udato si¢ ja z powodzeniem zrealizowaé. Prawdopodobnie te
wydarzenia staty si¢ pierwszym przyczynkiem do dalszego zglebiania tematu (i zapewne
genezg niniejszego artykutu).
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Warto wiedzie¢, ze frakcjonowana krystalizacja (technika obecnie juz
przestarzala) byta na przelomie XIX i XX w. kluczowa metoda rozdzielania substancji.
Maria Sktodowska-Curie, polska laureatka Nagrody Nobla, wykorzystywala ja do
wyodrebnienia po raz pierwszy zwigzkéw radu z mineratu uranu — blendy smolistej.
Wkroétce potem Auer von Welsbach wyprodukowal znaczna ilo$¢ pierwszego z tych
pierwiastkow, a Instytut Radowy Austriackiej Akademii Nauk w Wiedniu stat si¢ drugim
do do waznosci — po Instytucie Radowym w Paryzu — S$wiatowym o$rodkiem
specjalizujacym si¢ w tej tematyce [13]. Cho¢ Auer von Welsbach, a takze jego konkurent
Georges Urbain, byli wielokrotnie nominowani do Nagrody Nobla, to nigdy jej nie
otrzymali [7].

Posta¢ Auera von Welsbacha zostala upami¢tniona na znaczkach
pocztowych, banknotach i monetach. W setng rocznice jego urodzin wprowadzono do
obiegu monetg srebrng o nominale 25 szylingdéw austriackich z popiersiem uczonego na
rewersie (Rys. 2). Z kolei pigcdziesiat lat poézniej wyemitowano wykonang ze srebra
i niobu monetg kolekcjonerska o nominale 25 euro, na ktorej awersie widoczna jest lampa
gazowa, a na rewersie podobizna Auera von Welsbacha i ewolucja zrodet swiatta (Rys.
3).

Rysunek. 2. Rewers monety 25 szylingéw (ze zbioréw autora).
Figure 2. Reverse of the 25 schilling coin (from the author’s collection).

Rysunek 3.  Rewers monety 25 euro (ze zbioréw autora).
Figure 3. Reverse of the 25 euro coin (from the author’s collection).
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Czytelnik pragnacy poszerzy¢ swoja wiedz¢ moze odwiedzi¢ muzeum Auera von
Welsbacha, ktore znajduje si¢ w miejscowosci Althofen potozonej w Karyntii, kraju
zwigzkowym Austrii. Muzeum prezentuje oryginalny sprzet z jego laboratorium, a takze
wynalazki, w tym imponujaca kolekcje zapalniczek [21, 22]. Niezwykle intrygujace sa
kolorowe zdjecia wykonane wlasnorgcznie przez Auera von Welsbacha w pierwszej
dekadzie XX w., ktore jakoscig doréwnuja wspolczesnym fotografiom.
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ABSTRACT

Interactions of small molecules with DNA remain an important area of

research in bioorganic, bioinorganic, medicinal and supramolecular chemistry.
Among the various modes of DNA recognition, intercalation is of particular interest
because it enables strong and often selective binding to nucleic acids, thereby
influencing fundamental biological processes such as replication, transcription and
DNA repair. This review summarizes current knowledge on macrocyclic compounds
and their metal complexes as DNA intercalators, focusing on the structural factors
governing their binding properties and biological activity.
Particular  attention is devoted to porphyrinoids, salen-type systems,
tetraaza[ 14]macrocyclic Schiff bases and cyclidene derivatives, as well as to
multicentre architectures containing more than one potential intercalating unit. The
ability of these compounds to combine aromatic n-surfaces with metal coordination
sites enables simultaneous control of charge, geometry, redox behaviour and
supramolecular interactions. As a consequence, their association with DNA may
range from classical intercalation to more complex binding modes involving groove
recognition, G-quadruplex stabilization or catalytic DNA cleavage. The reviewed
studies demonstrate that macrocyclic systems constitute versatile platforms for the
design of DNA-targeting agents with potential applications in molecular diagnostics,
biosensing, photodynamic therapy and anticancer drug development.

Keywords: DNA intercalation, macrocyclic compounds, metal complexes,
porphyrinoids, Schiff bases

Stowa kluczowe: interkalacja DNA, zwiazki makrocykliczne, kompleksy metali,
porfirynoidy, zasady Schiffa
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

NNEP — zasada wykluczenia najblizszego sasiada (ang. Nearest
Neighbour Exclusion Principle)

PDT — terapia fotodynamiczna (ang. Photodynamic Therapy)

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic
Resonance)

EPR — spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(ang. Electron Paramagnetic Resonance)

CD — dichroizm kotowy (ang. Circular Dichroism)

LD — dichroizm liniowy (ang. Linear Dichroism)
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WPROWADZENIE

Oddziatywania matych czasteczek z DNA od wielu lat pozostaja przedmiotem
zainteresowania wielu dziedzin nauki, wérdd ktorych mozna wymieni¢ nie tylko biologie
czy chemi¢ medyczng, ale rowniez chemi¢ bioorganiczng i bionieorganiczna,
biotechnologi¢, biofizyke i1 chemi¢ fizyczna, a nawet chemi¢ supramolekularng
i modelowanie molekularne. Szczegdlng uwage poswieca si¢ zwigzkom zdolnym do
interkalacji, czyli wnikania pomiedzy sasiadujace pary zasad azotowych stanowiacych
trzon struktur helikalnych kwaséw nukleinowych. Tego rodzaju oddzialywania moga
prowadzi¢ do zmian w strukturze DNA, co w zywych organizmach bedzie skutkowato
powazng ingerencja w tak fundamentalne procesy, jak replikacja, transkrypcja czy
naprawa materiatu genetycznego. Z tego wzgledu interkalatory stanowig wazng grupe
zwigzkow wykorzystywanych zar6wno w badaniach nad DNA, jak i w poszukiwaniu
nowych substancji o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym[1,2].

Rozwdj badan nad interkalacja rozpoczat si¢ w polowie XX wieku wraz
z obserwacja zmian wlasciwosci spektroskopowych barwnikéw aromatycznych
w obecnosci DNA[3,4]. Przetlomowe znaczenie mialy prace Lermana, ktory w 1961 roku,
badajac pochodne akrydyny, zaproponowat model zaktadajacy wsuwanie si¢ plaskich
czasteczek pomigdzy pary zasad azotowych i wprowadzit do literatury termin
»interkalacja”[5]. Od tego czasu zidentyfikowano wiele klas zwigzkéw zdolnych do tego
typu oddziatywan, a analiza ich budowy pozwolita okresli¢ cechy sprzyjajace wigzaniu
z DNA. Najwazniejsza cechg strukturalng wigkszosci interkalatorow jest obecnos¢
ptaskiego, aromatycznego uktadu, ktory moze wykazywac korzystne oddziatywanie typu
n—7 z zasadami purynowymi i pirymidynowymi (rysunek 1), stanowigce glowna site
stabilizujacg powstajacy kompleks interkalatora z DNAJ[1,2,6]. W praktyce wigzanie
interkalatora zalezy jednak nie tylko od samego procesu interkalacji. Istotny udziat majg
rowniez oddzialywania wodorowe, elektrostatyczne oraz sity van der Waalsa — obecne
pomiedzy grupami peryferyjnymi interkalatora a pozostalymi elementami podwojnej
helisy[1]. Ostatnie z wymienionych oddziatywan ma najwigkszy wktad przy wiazaniu
czasteczek w obrgbie bruzdy wigkszej i mniejszej (ang. major groove i minor groove),
podczas gdy oddziatywania wodorowe i elektrostatyczne moga stanowi¢ czynnik
stabilizujacy interkalacje. Mozliwe jest to wowczas, gdy czasteczka goscia wyposazona
jest w peryferyjne ugrupowania zawierajace stabo zwigzane protony lub grupy obdarzone
fadunkiem dodatnim. Szczeg6élne znaczenie majg tu grupy aminowe, amoniowe czy
tetraalkiloamoniowe, ktore mogg zajmowaé miejsce w poblizu ujemnie natadowanych
grup fosforanowych DNA.

Jak juz wyzej wspomniano, interkalacja polega na wsuwaniu si¢ ptaskich,
nienasyconych uktadow pierscieniowych, najczgséciej n-akceptorowych, pomigdzy dwie
pary zasad DNA. Proces ten nie zachodzi jednak w sposob chaotyczny i przypadkowy.
Niemal zawsze interkalacja jest zgodna z modelem opisanym przez McGhee
i von Hippla, ktory podlega zasadzie wylaczenia najblizszego sasiada (ang. nearest
neighbour exclusion principle, NNEP), zgodnie z ktora jedna czasteczka interkalatora
przypada na dwie kolejne luki pomigdzy parami zasad[7]. Pozwala to ograniczy¢
niekorzystne zmiany konformacyjne helisy, a tym samym zachowac stabilno$¢ calego
uktadu.
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Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie czasteczki makrocyklicznej interkalujacej w DNA[8].
Figure 1. Schematic representation of macrocyclic molecule intercalating into DNA[8].

Wsrod licznych grup interkalatorow szczegolnie interesujaca klase reprezentujg
zwiagzki makrocykliczne. Ich podstawag strukturalng sg pierScienie o wickszej liczbie
cztondéw (umownie powyzej jedenastu) — nierzadko zawierajace heteroatomy — czgsto
obejmujace fragmenty nienasycone lub stanowiace struktury aromatyczne. Uktady takie
mogg by¢ skondensowane lub polaczone wigzaniami z innymi pierscieniami, a takze
zawiera¢ w strukturze dodatkowe centra oddziatywan, takie jak grupy kationowe czy jony
metali, stabilizujace kompleks z DNA, o czym wspomniano juz wyzej. Mozliwos¢
modyfikacji budowy makrocykla, na przyklad sposobu przylaczenia tego typu
fragmentow oddziatujacych, czy tez poprzez wprowadzenie lub zmiang rodzaju centrum
metalicznego sprawia, ze zwiazki te sg szczegoOlnie atrakcyjnymi obiektami badan
w chemii supramolekularnej, koordynacyjnej i medycznej[9,10].

Do najwazniejszych grup zwigzkéw makrocyklicznych zdolnych do interkalacji

mozna zaliczy¢ porfirynoidy (w tym porfiryny, ftalocyjaniny, korole, korficeny i inne)
oraz tetraazamakrocykliczne zasady Schiffa, zaré6wno w postaci ligandow, jak
i komplekséw metali przejsciowych. Wsrdd interkalatorow mozna czgsto spotkac
réwniez uktady o budowie cyklofanowej, zawierajace fragmenty aromatyczne zdolne do
interkalacji, np. pirydynowe czy akrydynowe[ll], a takze saleny. Ostatnie
z wymienionych ukladow nie stanowia co prawda klasycznych zwiazkow
makrocyklicznych, jednak dzigki ptaskiej budowie, obecnosci rozbudowanego uktadu
n-elektronowego oraz zdolnosci do tworzenia trwalych komplekséw z jonami metali
przejSciowych wykazujg wiele cech wspolnych z tetraazamakrocyklami. Ponadto liczne
zalezno$ci pomigdzy budowa, rodzajem centrum metalicznego a sposobem
oddziatywania z DNA obserwowane dla komplekséw salenowych sa analogiczne do tych
wystepujacych w przypadku wielu ligandow makrocyklicznych. Z tego wzgledu uktady
salenowe moga by¢ traktowane jako istotny punkt odniesienia przy analizie oraz
projektowaniu makrocyklicznych interkalatorow DNA.
Wspomniane wyzej grupy interkalatorow makrocyklicznych i salenowych, dzigki
fatwosci modyfikacji oraz zdolno$ci do wigzania jonow metali przejsciowych, idealnie
Tacza wlasciwosci interkalacyjne z dodatkowymi cechami, takimi jak aktywnos$¢ redoks
czy unikalne wlasciwosci fotofizyczne.
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Cechy te otwieraja szerokie mozliwosci ich praktycznego wykorzystania — od
zaawansowanej  diagnostyki  molekularnej, przez stabilizacje struktur G-
kwadruplekséw[12,13] i projektowanie sztucznych nukleaz zdolnych do katalitycznego
cigcia DNA, az po celowang terapi¢ fotodynamiczna (PDT[14]) oraz nowatorskie leki
przeciwnowotworowe[15]. Nalezy jednak podkresli¢, ze cho¢ gtownym przedmiotem
niniejszego opracowania sa zwiazki zdolne do interkalacji DNA, wiele z omawianych
uktadow moze oddziatywaé z kwasami nukleinowymi rowniez na inne sposoby, mi¢dzy
innymi poprzez wigzanie w obrebie bruzd, stabilizacje¢ struktur G-kwadrupleksowych lub
katalityczne uszkadzanie DNA.

1. MAKROCYKLICZNE KOMPLEKSY METALI

Jak juz wspomniano, do szczegolnie czesto badanych, ale rowniez bardzo
perspektywicznych interkalatoréw, nalezg nienasycone ligandy zdolne do wigzania
jonéw metali przejSciowych. Ich popularno$¢ zwigzana jest w duzej mierze z ich
wysoka trwato$cig chemiczng oraz stosunkowo prostg syntezg, co jest z pewnoscia
zwigzane z wyzszg symetrig tych uktadéw. Stabilnos$¢ tego typu uktadow wiaze sie
z kolei z mozliwoscig tatwej funkcjonalizacji w sposob nienaruszajacy rdzenia
makrocyklicznego. Modyfikacja moze polega¢ na wprowadzaniu reaktywnych grup
do obwodowych fragmentéw liganda juz na etapie jego syntezy i pdzniejsza ich
funkcjonalizacje. Rownie waznym sposobem zmierzajacym do modyfikacji
wlasciwosci omawianych uktadow jest kompleksowanie réznych jondéw metali
przejsciowych oraz zmiana ich stopnia utlenienia[16]. Wiele ligandéw skutecznie
stabilizuje ten sam metal w kilku stanach utlenienia, co znaczaco zwigksza
mozliwosci projektowania nowych uktadow[17].

Zmiana stopnia utlenienia lub rodzaju skoordynowanego jonu moze
prowadzi¢ do powstania kompleksow o dodatnim lub ujemnym tadunku[18].
W takich przypadkach zwigzki najczeSciej izolowane sg w postaci soli, a dobor
odpowiedniego przeciwjonu pozwala regulowac ich rozpuszczalno$é. W praktyce
umozliwia to prowadzenie badan w szerszym zakresie rozpuszczalnikéw, co jest
szczegdlnie korzystne podczas analiz zwiazkow o potencjalnej aktywnosci
biologicznej. Warto podkresli¢, ze odpowiedni tadunek czgsteczki mozna uzyskac
nie tylko poprzez kompleksowanie metalu, ale réwniez dzigki odpowiedniej
funkcjonalizacji chemicznej[17].

Zdolno$¢ ligandow makrocyklicznych do tworzenia kompleksow z metalami
przejSciowymi wystepujacymi na roéznych stopniach utlenienia otwiera réwniez
mozliwos$¢ zastosowania metod elektrochemicznych w badaniach nad interkalacja.
Techniki elektrochemiczne pozwalaja nie tylko analizowa¢ wlasciwosci redoks
takich uktadow, lecz takze projektowac receptory i sondy wykorzystujace fragmenty
struktur o potwierdzonej aktywnosci interkalacyjnej. Tego typu rozwigzania moga
w przysztoSci znalez¢ zastosowanie w urzadzeniach diagnostycznych oraz
biosensorach[19].

Koordynacja jonu metalu przez ligandy wyraznie wplywa réwniez na
wlasciwosci spektroskopowe otrzymanych komplekséw. Zmianom ulegajg zarowno
potozenie, jak i intensywno$¢ pasm absorpcyjnych, a informacje o procesie
kompleksowania mozna uzyskaé takze na podstawie widm w podczerwieni oraz
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ramanowskich, odzwierciedlajacych zmiany w strukturze elektronowej, polarnosci
i polaryzowalnosci czasteczek[20].

Cennych danych dostarczajg réwniez techniki magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR), a dla kompleksow paramagnetycznych takze spektroskopia EPR.
Bardzo czgsto do monitorowania procesu koordynacji wykorzystuje si¢ ponadto
pomiary fluorescencji, obserwujac wygaszenie lub — w zaleznos$ci od rodzaju
kompleksu — zwigkszenie intensywnos$ci emisji[20].

2. MAKROCYKLICZNE I PSEUDOMAKROCYKLICZNE
LIGANDY DNA
2.1. Porfirynoidy

Techniki spektroskopowe — zar6wno absorpcyjne, jak i luminescencyjne —
stanowia jedng z najwazniejszych metod wykorzystywanych do charakterystyki
ligandéw 1 kompleksow z grupy porfiryn, ftalocyjanin i innych porfirynoidow.
Wynika to z faktu, ze zwigzki te pochtaniajg promieniowanie w zakresie Swiatla
widzialnego oraz wykazuja wlasciwosci fluorescencyjne. Cechy te umozliwiajg ich
zastosowanie zarowno w diagnostyce obrazowej, jak i w fotodynamicznej terapii
nowotworéw (PDT)[21]. Po podaniu organizmowi fotosensybilizatora i jego
aktywacji $wiattem laserowym dochodzi do powstawania tlenu singletowego, ktory
wywoluje uszkodzenia prowadzace do $mierci komorek nowotworowych.

Istotnym kierunkiem badan nad porfirynami i ftalocyjaninami sg, rzecz

jasna, takze ich oddziatywania z DNA[22,23]. Zwiazki te wykorzystuje si¢ do analizy
budowy DNA oraz poznawania mechanizméw wigzania réznych czasteczek
z materialem genetycznym. Ich aktywno$¢ opiera si¢ przede wszystkim na zdolnos$ci
do interkalacji, jednak rozmiary makrocyklicznego pierscienia uniemozliwiajg
wsuniecie catej czgsteczki pomiedzy pary zasad. Funkcje¢ interkalujacg pelnig zatem
najcze$ciej aromatyczne podstawniki, zwlaszcza p-podstawione pierScienie
N-metylopirydyniowe przylaczone do atomoéw wegla mostkow metinowych, a wiec
W tzw. pozycjach mezo[24,25]. Sam uklad tetraazamakrocykliczny wzmacnia
stabilno$¢ kompleksu z DNA poprzez oddziatywania z resztami fosforanowymi
i cukrowymi. Mogg to by¢ wigzania wodorowe, oddziatywania elektrostatyczne,
a w przypadku metaloporfiryn i metaloftalocyjanin rowniez wigzania koordynacyjne.
Wartosci stalych asocjacji takich uktadow z DNA mieszcza si¢ zazwyczaj w zakresie
103-10° M i sg silnie uzaleznione od rodzaju zastosowanych podstawnikow
aromatycznych[24].
W szczegblnych przypadkach opisano réwniez mozliwo§¢ bezposredniego
zakotwiczenia pier§cienia porfirynowego w strukturze DNA. Zjawisko to zachodzi
w miejscach, gdzie w podwdjnej helisie wystepuja sztucznie utworzone luki
pozbawione par zasad, umozliwiajace ulokowanie makrocykla. Kompleksy tego
typu, unieruchomione na powierzchni elektrody, po o§wietleniu generujg sygnat
elektryczny w uktadzie elektrochemicznym, wykazujac podobienstwo do proceséw
zachodzacych podczas fotosyntezy. Doniesienia literaturowe wskazujg ponadto, ze
niektore ftalocyjaniny oddziatujg takze z potr6jng helisa DNA. Mechanizm obejmuje
jednoczesnie interkalacj¢ oraz wigzanie w obrebie bruzd, a odpowiadajace mu state
asocjacji osiggajg wartosci rzedu 10°-10* M'[24].
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Oproécz oddziatywan z klasyczna dwuniciowa helisg DNA znaczace zainteresowanie
badaczy koncentruje si¢ rowniez na zdolnosci porfirynoidow do rozpoznawania
1 stabilizacji struktur G-kwadrupleksowych. Zarowno porfiryny, jak
i ftalocyjaniny wykazuja bardzo wysokie powinowactwo do
czteroniciowych fragmentéw DNA, czego potwierdzeniem sa wartosci statych
asocjacji wynoszgce zazwyczaj od 103 do 107 M~'[12,26]. Tak silne wigzanie wynika
z mozliwo$ci tworzenia rozleglych oddziatywan m-n pomigdzy ptaskim uktadem
tetraazamakrocyklicznym a zewnetrznymi tetradami guaninowymi G-kwadrupleksu.
Duza powierzchnia kontaktu sprzyja efektywnemu stackingowi i prowadzi do
znacznego zwigkszenia stabilno$ci powstajacego kompleksu[12,24] (rysunek 2).
s
N

G-quartet

Rysunek 2. Przyktad struktury G-kwadrupleksu i G-kwartetu z porﬁrynq[ 1 2].
Figure 2. Example of a G-quadruplex structure and a G-quartet with a porphyrin[lz].

Cho¢ struktury kwadrupleksowe nie nalezg do najcze$ciej spotykanych form
DNA, odgrywaja istotng role¢ w procesach biologicznych zwigzanych miedzy innymi
z regulacjg ekspresji gendéw, podziatami komorkowymi oraz replikacja materiatu
genetycznego wirusow[27]. Z tego wzgledu ich selektywna stabilizacja przez
odpowiednio dobrane ligandy moze wplywacé na przebieg wymienionych procesow,
a tym samym znalez¢ zastosowanie w terapii chorob o podlozu genetycznym, w tym
nowotworéw[28]. Szczegbdlne zainteresowanie wzbudzaja G-kwadrupleksy obecne
w telomerach, odpowiadajacych za ochrone koncéw chromosomow i zachowanie ich
stabilnosci podczas kolejnych podziatéw komorkowych[29]. Stabilizacja tych
struktur przez ligandy porfirynowe moze ograniczaé aktywno$¢ telomerazy
odpowiedzialnej za odbudowe telomerow w komoérkach nowotworowych, a tym
samym prowadzi¢ do zahamowania ich niekontrolowanej proliferacji. Nalezy jednak
podkresli¢, ze wigkszo$¢ dostepnych danych dotyczacych tego typu uktadow
pochodzi z badan in vitro, a ich rzeczywista skuteczno$¢ terapeutyczna wymaga
dalszej weryfikacji w bardziej ztozonych modelach biologicznych.

Zakres zastosowan porfiryn i metaloporfiryn wykracza daleko poza badania
oddzialywan z DNA oraz terapi¢ fotodynamiczng[30]. Dzieki korzystnym
wlasciwosciom fotofizycznym, elektrochemicznym i zdolnosci do kompleksowania
jondw metali zwigzki te sa wykorzystywane miedzy innymi jako $rodki kontrastowe
w obrazowaniu metodg rezonansu magnetycznego (MRI)[31,32], elementy
biosensorow oraz komponenty elektrochemicznych uktadow diagnostycznych
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przeznaczonych do wykrywania okre$lonych sekwencji DNA[33]. Szczegodlne
znaczenie majg tu metaloporfiryny zawierajace jony manganu(Ill), gadolinu(Ill) lub
zelaza(IIT)[31], a takze materialty hybrydowe tgczace porfiryny z przewodzacymi
nanomateriatami[33,34].

2.2. Saleny i ich kompleksy

Wséréd  uktadow  czgsto  porownywanych z  makrocyklicznymi
interkalatorami DNA istotne miejsce zajmujg saleny 1 ich kompleksy metali. Mimo
Ze nie sg one zwigzkami makrocyklicznymi w §cistym znaczeniu tego terminu,
wykazujg szereg cech wspdlnych z niektorymi uktadami tej grupy. Ich wiasciwosci
strukturalne 1 koordynacyjne sprawiaja, ze saleny czesto opisuje si¢ jako
funkcjonalne analogi tetraazamakrocyklicznych zasad Schiffa. Szczegdlnie
interesujace sa kompleksy ligandow salenowych z metalami przejsciowymi, ktore —
podobnie do makrocyklicznych zasad Schiffa — charakteryzujg si¢ ptaska struktura,
rozbudowanym ukladem sprzezonych wigzan =m oraz wzglednie matym
rozmiarem[35] (rysunek 3).
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Rysunek 3. Przykladowe wzory kolejno: zwiazek Curtisa, cykliden, salen, porfiryna.
Figure 3. Example structures, in order: Curtis complex, cyclidene, salen, porphyrin.

R

Wiasciwoscei takie sprzyjaja oddziatywaniom z DNA, w tym interkalacji
fragmentéw aromatycznych pomiedzy parami zasad. Warto jednak zauwazy¢, ze
swoja popularno$¢ saleny zawdzigczaja przede wszystkim wyjatkowym
wlasciwosciom katalitycznym oraz zdolnosci do tworzenia trwalych komplekséw
metali przejsciowych. Dzieki temu znalazly szerokie zastosowanie w chemii
koordynacyjnej, materialowej i medycznej[35-37]. Znaczenie tej grupy zwiazkow
niewatpliwie zwigzane jest rowniez z wlasciwosciami spektroskopowymi. Wiele
pochodnych wykazuje fluorescencje zalezng od obecnosci jondw metali lub
srodowiska molekularnego, dzigki czemu moga by¢ wykorzystywane chociazby jako
sondy analityczne oraz uktady do obrazowania biomedycznego[35].

Z punktu widzenia niniejszego opracowania szczegdlne znaczenie majg
jednak oddzialywania kompleksow salenowych z kwasami nukleinowymi. Dostgpne
wyniki wskazuja, ze pochodne salenowe moga oddzialywa¢ z DNA zaréwno poprzez
interkalacje, jak 1 wigzanie w obrgbie bruzd podwdjnej helisy, osiggajac zwykle state
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asocjacji rzedu 10*-105 M"1[35,37]. Wykazano przy tym, ze sita wigzania zalezy od
budowy liganda, rodzaju podstawnikéw oraz obecnosci odpowiedniego centrum
metalicznego[36,37]. Powinowactwo do DNA mozna dodatkowo zwigkszy¢ poprzez
wprowadzenie dodatnio natadowanych grup funkcyjnych wzmacniajgcych
oddziatywania elektrostatyczne z ujemnie naladowanym szkieletem fosforanowym
kwasu nukleinowego.

Interkalacja 1 inne odwracalne formy wigzania DNA nie wyczerpujg jednak
spektrum aktywnos$ci pochodnych salenowych wobec kwaséw nukleinowych.
Opisano liczne przyktady kompleksow zdolnych do katalitycznego uszkadzania
materialu genetycznego lub inicjowania jego modyfikacji chemicznych[38—41].
Aktywno$¢ taka moze obejmowac migdzy innymi selektywne rozcinanie nici DNA,
reakcje rodnikowe prowadzace do modyfikacji zasad azotowych oraz fotochemicznie
indukowang degradacj¢ materialu genetycznego. Przykladowo kompleksy
manganu(Ill) moga katalizowa¢ selektywne rozcinanie nici DNA w obecnosci
utleniaczy[38], podczas gdy wybrane kompleksy miedzi(Il) powoduja degradacje
DNA w warunkach redukujacych[39]. Z kolei kompleksy niklu(Il) zawierajace
aromatyczne fragmenty trimetyloamoniowe inicjujg reakcje rodnikowe prowadzace
do kowalencyjnej modyfikacji reszt guaninowych DNA[40], za$§ niektore kompleksy
platyny(Il) po naswietleniu indukujg rozpad podwdjnej nici poprzez generowanie
reaktywnych form tlenu[41].

Wysoka aktywnos$¢ katalityczna, elastyczno$¢ dzialania oraz tatwo$é
syntezy 1 modyfikacji czynig saleny jedng z kluczowych klas zwigzkéw zdolnych do
oddzialywania z kwasami nukleinowymi. Ich réznorodnos¢ strukturalna pozwala na
precyzyjne sterowanie powinowactwem do DNA oraz mechanizmem tworzenia
kompleksow supramolekularnych[35]. W wybranych zastosowaniach biologicznych
Iub diagnostycznych silna aktywno$¢ katalityczna tradycyjnych salenéw moze
stanowic istotng wade, prowadzac do niepozadanych reakcji ubocznych. Przejécie na
bardziej zabudowane szkielety makrocykliczne pozwala skutecznie wygasi¢ te
niechciang reaktywno$¢ poprzez ograniczenie dostgpu do centrum metalicznego,
przy jednoczesnym zachowaniu kluczowych cech rozpoznania
molekularnego[17,42]. Bogata wiedza na temat zalezno$ci migdzy strukturg
a aktywnoscig salenow stanowi zatem cenny punkt wyjscia do racjonalnego
projektowania makrocykli o $cisle dostosowanym profilu — takich, ktére przenosza
zalety salendw na bardziej stabilne uktady, wyeliminowawszy przy tym ich
katalityczne efekty uboczne w terapii celowanej czy biosensoryce.

2.3. 14-czlonowe tetraazamakrocykliczne zasady Schiffa

Uktadami o zblizonej do salenéw budowie i podobnych wiasciwosciach
koordynacyjnych sg 14-czlonowe tetraazamakrocykliczne zasady Schiffa
(rysunek 3). Tworzag one trwale, czesto barwne kompleksy z metalami
przejsciowymi, co umozliwia ich badanie metodami spektroskopowymi
i elektrochemicznymi. Wyrdzniaja si¢ takze stabilnos$cia, stosunkowo prosta synteza
oraz tatwoscia modyfikacji. Szczegoélnie popularne sa uklady 14-cztonowe,
charakteryzujace si¢ ptaska lub niemal ptaskg budowa i wysoka symetria, co sprzyja



1770 M. GETKA, J. KOWALSKI

ich zastosowaniom w chemii supramolekularnej, m.in. w konstrukcji receptoréw czy
analogow DNA zdolnych do interkalacji[8,17].

Wsréd tetraazamakrocyklicznych zasad Schiffa mozna wyr6zni¢ zarowno
uktady dos¢ ubogie w wigzania =, takie jak na przyktad makrocykle typu Curtisa[43]
(z zaledwie dwiema grupami iminowymi), jak rowniez pierScienie wyraznie bogatsze
w atomy wegla sp?, a nawet w pelni nienasycone. To wlasnie zwigzki zawierajgce
uktad sprzezonych wigzan podwojnych, a przez to majace przynajmniej cz¢sciowo
ptaska budowe, wykazuja w tej grupie najwicksze powinowactwo do par zasad

azotowych DNA[8].
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Rysunek 4. Przyktadowe zwiazki otrzymane przez grupg Eilmes[44].
Figure 4.  Example compounds obtained by the group of Eilmes[44].

2.3.1. Dibenzotetraazaannuleny

Badania nad wlasciwosciami tetraaza[14]makrocykli w tym obszarze
prowadzila mi¢dzy innymi grupa badawcza skupiona wokoél Eilmes[44—46],
analizujac ~ powinowactwo  réznych  dibenzotetraazaannulenéw  ($cislej:
dibenzodihydrotetraazaannulenéw, DBTAA, rysunek 4) do dwuniciowego DNA.
Badania objely szereg pochodnych wyposazonych w tancuchy boczne
o zrdznicowanej diugosci, najczgsciej zakonczone grupami amoniowymi lub
pirydyniowymi. Wyznaczone stale asocjacji mieScily sie w zakresie 10°-10° M,
a mechanizm oddzialywania mial zazwyczaj charakter mieszany, obejmujgcy
zarowno interkalacje, jak i oddzialtywania w obrgbie bruzd DNA. Najsilniejsze
powinowactwo do kwaséw nukleinowych obserwowano dla pochodnych
zawierajacych kationowe ugrupowania pirydyniowe.

Analiza spektroskopowa wykazata ponadto, ze badane zwiazki nie wykazuja
istotnej tendencji do samoagregacji w srodowisku wodnym, co odrdznia je od wielu
kationowych porfiryn i sprzyja tworzeniu dobrze zdefiniowanych komplekséw
z DNA i RNA. Zaproponowano, ze makrocykliczny rdzen interkaluje pomiedzy
parami zasad, natomiast dodatnio natadowane tancuchy boczne oddziatuja
jednoczesnie z bruzda mniejsza 1 grupami fosforanowymi = szkieletu
cukrowo-fosforanowego. Taki sposob wigzania prowadzit do wyraznej preferencji
sekwencji bogatych w pary A-T(U) wzgledem fragmentow G-C oraz skuteczniejszej
stabilizacji termicznej dwuniciowego DNA niz analogicznych struktur RNA.
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Wszystkie badane zwiagzki wykazywaly od umiarkowanej do wysokiej
aktywnos$ci antyproliferacyjnej wobec ludzkich linii komoérek nowotworowych.
Zaobserwowano przy tym wyrazng zalezno$¢ pomiedzy budowa kationowego
fancucha bocznego a aktywnoS$cig biologiczng, co wskazuje, ze modyfikacja
podstawnikoéw peryferyjnych moze stanowi¢ prosta i skuteczng metode precyzyjnego
dostrajania zaréwno wilasciwosci wigzania z DNA/RNA, jak 1 potencjalnej
aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych DBTAA[45].

2.3.2. Inne pochodne dibenzotetraazaannulenow

Interesujgca grupg zwiazkow stanowig rowniez bardziej podstawione
14-cztonowe tetraazamakrocykliczne zasady Schiffa. Ligandy te oraz ich kompleksy
z jonami metali przejSciowych — migdzy innymi Cu?*, Zn?*, Ni**, Co*" i Mn?** —
szeroko badane byly przez Ramana[47]. Wykazano migdzy innymi, ze zwigzki te sg
zdolne do oddziatywania z DNA, cho¢ obliczone state asocjacji rzedu 10* M™!
wskazujg na wyraznie nizsze powinowactwo do DNA niz wyzej omawianych
pochodnych DBTAA. Mozna to prawdopodobnie przypisa¢ brakowi dodatkowych
kationowych podstawnikow peryferyjnych, ktore wzmacnialyby oddziatywania
elektrostatyczne z ujemnie natadowanym szkieletem fosforanowym DNA.
Zastosowanie metod spektroskopowych, elektrochemicznych i lepko$ciowych
pozwolito jednak wykazaé, ze dominujacym mechanizmem wigzania pozostaje
interkalacja, zwigzana z wprowadzaniem ptlaskich fragmentéw makrocykla
pomigdzy sasiednie pary zasad nukleinowych.

Na uwage zasluguja réwniez wiasciwosci biologiczne tych ukladéw.
Kompleksy metali wykazywaly z reguty wyzsza aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
niz odpowiadajace im wolne ligandy, co wskazuje na istotny wptyw jonu metalu na
aktywno$¢ biologiczng catego uktadu. Ponadto wybrane kompleksy, mi¢dzy innymi
miedzi(Il) i niklu(Il), byty zdolne do skutecznej fragmentacji DNA. Aktywno$¢ ta
wigzana jest z procesami redoks zachodzacymi na centrum metalicznym
i prowadzagcymi do powstawania reaktywnych form tlenu odpowiedzialnych za
uszkodzenia materialu genetycznego. Potaczenie wilasciwosci interkalacyjnych
z aktywnoS$cig nukleazowa sprawia, ze tetraazamakrocykliczne kompleksy metali
pozostajg interesujagcymi obiektami badan zaréwno w kontekscie projektowania
sztucznych nukleaz, jak i nowych zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu
przeciwnowotworowym.

2.3.3. Kompleksy cyklidenowe

Badania nad oddzialywaniami tetraaza[l14]makrocykli z DNA obejmuja
réwniez cyklideny, stanowigce grupe kationowych tetraaza[l4]makrocykli, ktore
wczesniej byly dos¢ szeroko badane w obszarze chemii supramolekularnej. Dzigki
obecnosci elektronoakceptorowego pierscienia makrocyklicznego oraz mozliwos$ci
fatwej modyfikacji struktury znalazty one zastosowanie migdzy innymi przy
konstrukcji receptorow zdolnych do wigzania anionéw, aminokwaséw czy
niewielkich czasteczek organicznych, a takze jako kluczowe fragmenty strukturalne
uktadéw topologicznie zwigzanych, takich jak przelaczalne katenany i rotaksany.
W trakcie badan z udzialem DNA zauwazono, ze nawet stosunkowo proste
kompleksy cyklidenowe moga wywolywac istotne zmiany w widmach dichroizmu
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kotowego (CD) i liniowego (LD) roztworéw DNA, co wskazuje na silne
oddziatywanie z podwdjna helisa[8]. Stato si¢ to punktem wyjscia do szerszych
badan nad mozliwoscig interkalacyjnego wigzania tych zwigzkow z kwasami
nukleinowymi.

Wykorzystujac miedzy innymi wspomniane wyzej techniki oraz ilo$ciowe
badania z uzyciem spektroskopii UV-Vis wykazano, ze kompleksy cyklidenowe
(rysunek 5) tworzg z DNA kompleksy zgodne z modelem wylaczenia najblizszego
sasiada (NNEP), charakterystycznym dla wigkszosci znanych interkalatorow.
Wyznaczone dzicki miareczkowaniom state asocjacji pozwolily okreslic wptyw
poszczegdlnych elementdéw strukturalnych na site oddziatywan z DNA. Wykazano
migdzy innymi, ze kompleksy miedzi(II) i niklu(Il) wykazujg zblizona sktonno$¢ do
interkalacji, natomiast funkcjonalizacja egzocyklicznych atoméw azotu prowadzi do
niewielkiego ostabienia wigzania. Wykazano réwniez, ze istotne znaczenie ma
budowa tancuchow bocznych. Wydtuzenie podstawnikdéw utatwiato ich dopasowanie
do bruzd DNA, a obecno$¢ koncowych grup amoniowych, zar6wno protonowanych,
jak 1 alkilowanych, wyraznie zwigkszata powinowactwo badanych uktadow do
kwasu nukleinowego. Efekt ten przypisano dodatkowym oddziatywaniom
elektrostatycznym pomigdzy kationowymi podstawnikami a grupami fosforanowymi
DNA. Najsilniejsze oddzialywania obserwowano dla komplekséw miedzi(Il)
zawierajacych grupy amoniowe, ktorych stale asocjacji osiggaly wartosci rzedu
10° M1, a wiec o okoto rzad wielkos$ci wigksze niz w przypadku analogicznych
zwigzkow pozbawionych takich ugrupowan.
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Rysunek 5. Interkalatory cyklidenowe (jako przeciwjony stosowano chlorki lub heksafluorofosforany).
Figure 5. Cyclidene intercalators (chlorides and hexafluorophosphates were used as counterions).

Cyklideny znalazty rowniez zastosowanie w bardziej zaawansowanych
badaniach dotyczacych modyfikowanych oligonukleotydéw. Cho¢ kationowe
pochodne okazaly si¢ nietrwate w warunkach stosowanych podczas automatycznej
syntezy DNA, ich neutralne kompleksy miedzi(Il) i niklu(Il) zachowywaly
wystarczajaca  stabilno§¢, aby mogly =zosta¢ wbudowane w strukture
oligonukleotydow[48]. Otrzymane w ten sposdb sondy molekularne zachowywaty
zdolno$¢ do lokalnej interkalacji i wykazywaly interesujaca selektywno$¢ wobec
zasad znajdujacych si¢ naprzeciwko jednostki makrocyklicznej. Wyniki badan
sugeruja, ze uklady te sg zdolne do rozpoznawania pojedynczych zmian sekwencji
w komplementarnej nici DNA, co stwarza perspektywy ich wykorzystania
w konstrukcji sond do wykrywania polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP)
oraz innych zastosowaniach z zakresu diagnostyki molekularne;j.
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Przedstawione powyzej przykltady pokazuja, ze makrocykliczne czy
pseudomakrocykliczne interkalatory DNA, obejmujace migdzy innymi porfirynoidy,
kompleksy salenowe, cyklideny i inne tetraazamakrocykle, tworza z kwasami
nukleinowymi trwate kompleksy o statych asocjacji najczeéciej mieszczacych si¢ w
zakresie od okoto 10* do 108 M. O sile wigzania decyduje nie tylko obecnosé¢
ptaskiego, aromatycznego uktadu zdolnego do interkalacji, lecz rowniez charakter
podstawnikéw peryferyjnych oraz obecno$¢ centrum metalicznego, ktéore moga
dostarcza¢ dodatkowych oddzialywan elektrostatycznych czy koordynacyjnych.
W wigkszoéci opisanych przypadkéw dominujacym mechanizmem wigzania
pozostaje klasyczna interkalacja pojedynczego fragmentu aromatycznego pomigdzy
sgsiednie pary zasad, czesto wspomagana oddziatywaniami w obrebie bruzd DNA.
Zdolno$¢ do precyzyjnego dostrajania tych wlasciwosci poprzez modyfikacje rdzenia
makrocyklicznego, funkcjonalizacje podstawnikoéw bocznych lub zmiang jonu
metalu sprawia, ze zwigzki te stanowig niezwykle wszechstronng grup¢ ligandow
DNA.

2.4. Makrocykliczne interkalatory dwucentrowe

Mozliwosci projektowania interkalatorow nie ograniczaja si¢ jednak
wylacznie do modyfikacji pojedynczej jednostki wigzacej. Alternatywng strategia,
ktoéra okazata si¢ szczegodlnie skuteczna w zwigkszaniu powinowactwa do kwasow
nukleinowych, jest zwielokrotnienie liczby fragmentéw zdolnych do interkalacji
w obregbie jednej czagsteczki. Podejscie to doprowadzilo do powstania grupy
zwiazkow okre§lanych mianem bis-interkalatoréw 1, szerzej, interkalatoréw
wielocentrowych. W uktadach tych dwa Iub wigcej fragmentéw interkalujacych
moze oddziatywa¢ jednoczesnie z podwdjng helisg DNA, co prowadzi do znacznego
wzrostu stabilnosci powstajacych kompleksow. W konsekwencji state asocjacji bis-
interkalatorow do podwojnej helisy DNA sa od kilkuset do nawet miliona razy
wyzsze niz w przypadku odpowiadajacych im klasycznych monointerkalatoréw,
osiggajac wartosci rzedu 103-10"" M™!. Aby obie jednostki mogty rownoczes$nie
wsung¢ si¢ migdzy pary zasad, lacznik molekularny projektuje si¢ tak, aby zgodnie
z reguta wykluczania najblizszego sasiada pominagt doktadnie jedng pare zasad,
laczac optymalnie elastyczno$¢ przestrzenna z odpowiednim zasiggiem wzdiuz

bruzdy DNA.
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Rysunek 6.  Przyktadowy bis-interkalator oparty strukturalnie na bromku etydyny.
Figure 6. An example of ethidium-based bis-intercalator.

Poczatki badan nad bis-interkalacja si¢gajg naturalnych produktow
pochodzenia mikrobiologicznego. Za pierwszy dobrze scharakteryzowany bis-
interkalator uznaje si¢ echinomycyng, antybiotyk wyizolowany z bakterii
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Streptomyces echinatus. Czasteczka ta zawiera dwie grupy chinoksalinowe
potaczone sztywnym rdzeniem peptydowym, ktére moga jednoczesnie interkalowac
w dwoch odrebnych miejscach podwodjnej helisy. Badania kompleksow
echinomycyny z DNA odegraty kluczowg rolg w zrozumieniu mechanizmu bis-
interkalacji 1 dostarczyly jednych z pierwszych eksperymentalnych dowodow
potwierdzajacych regute wyltaczenia najblizszego sgsiada (NNEP). Odkrycia te
zapoczatkowaly intensywne poszukiwania syntetycznych odpowiednikow o jeszcze
wigkszym powinowactwie do DNA i bardziej precyzyjnie kontrolowanych
wlasciwosciach wigzacych. Przelomowe znaczenie mialy prace Le Pecqa
1 wspotpracownikéw, ktorzy w potowie lat siedemdziesigtych zsyntetyzowali
pierwsze uktady zawierajagce dwa fragmenty akrydynowe potaczone elastycznym
tacznikiem polimetylenowym (rysunek 6)[49,50]. Badania tych uktadow pozwolity
okresli¢ zalezno$¢ pomiedzy dhugoscia i geometrig tacznika a efektywnoscia bis-
interkalacji, tworzac podstawy wspotczesnego projektowania wielocentrowych
ligandow DNA. W kolejnych dekadach opracowano liczne klasy zwiazkéw
wykorzystujacych t¢ koncepcje, obejmujgce miedzy innymi pochodne akrydynowe,
fenazynowe, antracenowe, naftalenodiimidowe oraz  szereg  ukladéw
metaloorganicznych i makrocyklicznych.

Niezwykle waznym etapem w rozwoju bis-interkalatoréw byto
wykorzystanie struktur makrocyklicznych, ktore oprocz zdolnosci do wigzania DNA
mogg wykazywa¢ rowniez wiasciwosci redoks, koordynacyjne oraz interesujace
cechy fotofizyczne[51]. Wsréd makrocyklicznych bis-interkalatoréw stosunkowo
dobrze poznang grupg stanowig dimery porfirynowe. Zwigzki te otrzymuje si¢
najczgéciej poprzez potaczenie dwoch jednostek porfirynowych za pomoca
elastycznych tacznikéw alifatycznych[52] lub glikolowych[53], a takze bardziej
sztywnych mostkéw aromatycznych[54]. W celu zwickszenia rozpuszczalno$ci
w $rodowisku wodnym oraz wzmocnienia oddzialywan z ujemnie natadowanym
szkieletem fosforanowym DNA do ich struktury czesto wprowadza si¢ kationowe
podstawniki, takie jak grupy N-metylopirydyniowe.

Badania spektroskopowe wykazaty, ze odpowiednio zaprojektowane dimery
porfirynowe mogg oddziatywac¢ z DNA w sposdb zgodny z modelem bis-interkalacji,
osiggajac znacznie wigksze powinowactwo do kwaséw nukleinowych niz
odpowiadajace im monomery. Szczegdlnie interesujace sa uktady zawierajace dwa
centra cynku(II)[54], dla ktérych zaobserwowano powstawanie uporzgdkowanych
kompleksow z DNA. W wyniku zwigzania z helisa ruchliwo$¢ obu fragmentow
porfirynowych ulega ograniczeniu, co prowadzi do pojawienia si¢
charakterystycznych sygnatéw dichroizmu kotowego zwiazanych ze sprz¢zeniem
ekscytonowym pomigdzy chromoforami[55]. Powstawanie silnych sygnatéw
indukowanego dichroizmu kotowego oraz efektow sprzezenia ekscytonowego
sprawia, ze niektore dimery porfirynowe moga pehi¢ role sond wrazliwych na
sposob zwigzania z DNA i lokalnej organizacji przestrzennej helisy, znajdujac
zastosowanie w badaniach konformacyjnych kwaséw nukleinowych[53,54].

Warto rowniez podkresli¢, ze obecnos¢ dwodch sprzezonych chromoforow
porfirynowych w jednej czasteczce umozliwia zwigkszenie efektywnego przekroju
absorpcji §wiatta oraz modyfikacje wlasciwosci fotofizycznych uktadu. Z tego
wzgledu dimery porfirynowe sg badane nie tylko jako ligandy DNA, lecz rowniez
jako potencjalne fotouczulacze stosowane w terapii fotodynamicznej[21] oraz jako
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wielofunkcyjne uktady taczace wlasciwosci rozpoznawania DNA z generowaniem
reaktywnych form tlenu[56].

Wazng grupe wielocentrowych ligandow DNA stanowia dimeryczne
pochodne salenéow i salfenow oraz ich kompleksy metali przejsciowych. Duza
réznorodno$¢ strukturalna tych uktadow wynika zaréwno z mozliwosci modyfikacji
mostkow laczacych poszczegdlne jednostki ligandowe, jak 1 ze swobodnego doboru
centrum metalicznego. Pozwala to na precyzyjne ksztattowanie geometrii czasteczki,
wlasciwosci elektronowych oraz sposobu oddziatywania z kwasami nukleinowymi.
W rezultacie zwiazki te stanowia niezwykle wszechstronna grupe ligandow DNA,
obejmujacg zarowno uktady wykazujace wlasciwosci interkalacyjne, jak i kompleksy
zdolne do katalitycznego rozszczepiania DNA czy selektywnego rozpoznawania
alternatywnych struktur kwaséw nukleinowych, takich jak G-kwadrupleksy.

W zalezno$ci od budowy liganda i rodzaju zastosowanego metalu zwigzki te
mogg wykazywa¢ odmienne wlasciwosci biologiczne. Szczegdlnie dobrze poznane
sa dinuklearne kompleksy miedzi(I) oparte na ligandach salenowych
1 salfenowych[57]. Zwiagzki te oddzialuja z DNA na drodze interkalacji,
a jednocze$nie sa zdolne do jego rozszczepiania zard6wno w warunkach
oksydacyjnych, jak i hydrolitycznych. Szczegodlnie wysoka aktywno$¢ obserwowano
dla pochodnej salfenowej, ktorej bardziej rozbudowany uktad aromatyczny
wzmacnial zaréwno powinowactwo do DNA, jak i efektywno$¢ jego degradacji.
Wyniki te wskazuja, ze odpowiednia modyfikacja szkieletu ligandowego moze
stanowi¢ skuteczng metode projektowania wielocentrowych komplekséw metali
o wlasciwosciach sztucznych nukleaz.

Nie wszystkie uklady salfenowe sg jednak projektowane pod katem
rozszczepiania DNA. Odregbny nurt badan koncentruje si¢ na kompleksach bis-
salfenowych zawierajacych migdzy innymi jony niklu(Il) i platyny(Il), ktore
wykazuja wyjatkowo wysokie powinowactwo do struktur
G-kwadrupleksowych[58,59]. Oddzialujac z zewngtrznymi tetradami guaninowymi,
mogg znaczgco zwigkszaé stabilno$¢ tych struktur, czego konsekwencja jest migdzy
innymi hamowanie aktywno$ci telomerazy oraz wplyw na ekspresje genow
zwigzanych z proliferacja komoérek nowotworowych. Z tego wzgledu bis-salfeny
i ich kompleksy metali sg intensywnie badane jako potencjalne zwigzki
przeciwnowotworowe oraz narzedzia do  selektywnego rozpoznawania
alternatywnych struktur DNA[60].

Odre¢bng grupe wielocentrowych ligandow DNA stanowig bis-cyklofany,
w ktorych dwa aromatyczne fragmenty m-elektronowe, najczeSciej zawierajace
jednostki naftalenowe, antracenowe lub akrydynowe, potaczone sg za pomocg dwdch
lub wigkszej liczby mostkéw kowalencyjnych, tworzac sztywna architekture
makrocykliczng. Do najbardziej znanych przedstawicieli tej klasy naleza cyklofany
akrydynowe oraz kationowe aza-cyklofany zawierajace ugrupowania pirydyniowe.
Uktady te odegraty istotng rol¢ w badaniach nad oddziatywaniami matych czasteczek
z DNA, dostarczajac cennych informacji na temat wpltywu geometrii liganda na
przebieg procesu interkalacji oraz zmian konformacyjnych zachodzacych w obregbie
podwdjnej helisy.

W przypadku wielu bis-cyklofanow obserwuje si¢ ztozony mechanizm
wigzania obejmujacy zaréwno interkalacj¢ fragmentéw aromatycznych pomiedzy
parami zasad, jak i dodatkowe oddziatywania w obrebie bruzd DNA. Szczegdlne
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znaczenie ma przy tym preorganizacja przestrzenna narzucona przez sztywny
szkielet makrocykliczny, ktora moze prowadzi¢ do zwigkszenia selektywnosci oraz
stabilnosci tworzonych komplekséw. W niektorych przypadkach obecnos¢ wneki
cyklofanowej stwarza ponadto mozliwos¢ jednoczesnego oddziatywania
z dodatkowymi czasteczkami gosci lub jonami, co czyni te uktady interesujacymi
obiektami badan w chemii supramolekularnej[17,42].

Podobnie jak inne bis-interkalatory, zwigzki te sg przedmiotem
zainteresowania chemii medycznej i biologii molekularnej[61]. Wykazano bowiem,
ze wielopunktowe oddziatywanie z DNA moze skuteczniej zaburzaé procesy
replikacji 1 transkrypcji niz w przypadku klasycznych monointerkalatoréow, co
sprawia, ze zwigzki tej grupy sa rozwazane jako potencjalne leki
przeciwnowotworowe oraz sondy do badan struktury kwasow nukleinowych[62,63].

Oprocz  opisanych wyzej ukladow porfirynowych, salenowych
i cyklofanowych, interesujaca klas¢ potencjalnych bis-interkalatorow stanowig
rowniez pochodne cyklidenowe (rysunek 7). Badania nad oddziatywaniami
monocyklidenow z DNA wykazaly, jak juz wyzej wspomniano, ze zwiagzki te
oddzialuja z podwdjng helisg gltownie poprzez interkalacje wspomagang
dodatkowymi oddziatywaniami elektrostatycznymi podstawnikow bocznych.
Stosunkowo wysokie wartosci stalych asocjacji, osiggajgce dla niektorych
pochodnych warto$ci rzedu 10° M-'[8,64,65], sktonity badaczy do zaprojektowania
bardziej ztozonych uktadow wielocentrowych zawierajacych dwa fragmenty
cyklidenowe[65—67]. Oczekiwano, ze obecno$¢ dwoch potencjalnych centrow
interkalujacych doprowadzi do dalszego wzrostu powinowactwa do DNA.
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Rysunek 7. Struktura kationow dwucentrowych interkalatoréw cyklidenowych.
Figure 7. Structures of bis-cyclidene intercalator cations.

Rzeczywiscie, liniowy uktad bis-cyklidenowy (rysunek 7, z lewej) wigzat si¢
z DNA znacznie silniej niz jego monocykliczny odpowiednik (rysunek 5, z prawej),
osiggajgc stalg asocjacji o wartosci bliskiej 10 M. Interesujgce okazalo si¢ jednak
to, ze rowniez bis-makrocykl (rysunek 7, z prawej) wykazywal wysokie
powinowactwo do DNA, mimo iz jego cykliczna budowa wyklucza mozliwo$¢
przeplatania fragmentow czasteczki przez podwojng helise. Doprowadzito to do
whniosku, iz kompleksy cyklidenowe moga jedynie czgsciowo wsuwac si¢ pomigdzy
pary zasad. Badania stechiometryczne wykazaly ponadto, ze zarowno uklady
monocyklidenowe, jak i bis-cyklidenowe wigza si¢ z DNA zgodnie z zasadg NNEP,
co sugeruje, ze nawet w przypadku zwigzkéw zawierajacych dwa pierscienie tylko
jeden z nich uczestniczy bezposrednio w procesie interkalacji. Drugi fragment
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makrocykliczny moze natomiast dodatkowo stabilizowa¢ kompleks poprzez
oddziatywania elektrostatyczne lub koordynacyjne z otoczeniem podwdjnej helisy.

Wyniki te wskazuja, ze wzrost powinowactwa obserwowany dla
wielocentrowych ligandow DNA nie zawsze jest bezposrednio zwigzany z klasyczng
bis-interkalacjg wszystkich obecnych w czasteczce chromoforéw. W niektorych
przypadkach réwnie istotng rolg odgrywa mozliwos¢ wielopunktowej stabilizacji
kompleksu poprzez oddziatywania zachodzace poza miejscem wlasciwej
interkalacji. Pochodne cyklidenowe stanowig tym samym interesujacy przykiad
uktadow posrednich pomiedzy klasycznymi bis-interkalatorami a bardziej ztozonymi
wielocentrowymi ligandami DNA.

PODSUMOWANIE

Przedstawione w niniejszym opracowaniu przyktady pokazuja, ze zwigzki
makrocykliczne i ich kompleksy metali stanowia niezwykle wszechstronng grupe
ligandow DNA, ktorych wlasciwosci mozna dostraja¢ poprzez modyfikacje struktury
makrocykla,  charakteru = podstawnikow  peryferyjnych  oraz  rodzaju
skoordynowanego jonu metalu. O ile klasyczne porfirynoidy, saleny
1 tetraazamakrocykliczne zasady Schiffa wykazuja zdolno§¢ do tworzenia trwalych
kompleksow z DNA gléwnie dzigki interkalacji wspomaganej oddziatywaniami
elektrostatycznymi i koordynacyjnymi, o tyle bardziej ztozone uktady wielocentrowe
pozwalaja dodatkowo wykorzysta¢ efekt wielopunktowego wigzania do zwigkszenia
powinowactwa 1 selektywnosci wzgledem okreslonych struktur kwasow
nukleinowych. Nalezy przy tym pamigtac, ze cz¢$¢ omawianych uktadow oddziatuje
z kwasami nukleinowymi rowniez w sposob odmienny od klasycznej interkalacji,
miedzy innymi poprzez rozpoznawanie struktur G-kwadrupleksowych lub
katalityczne uszkadzanie DNA.

Szczegodlne znaczenie maja przy tym kompleksy metali przejsciowych, ktore
oprécz oddziatywania z DNA moga wykazywaé aktywno$¢ redoks, fotodynamiczng
lub nukleazowa. Potgczenie wlasciwosci interkalacyjnych z mozliwoscia
kontrolowanego uszkadzania materialu genetycznego, stabilizacji  struktur
G-kwadrupleksowych  oraz  transportu  sygnalu  spektroskopowego lub
elektrochemicznego sprawia, ze uklady te pozostajg obiecujagcymi kandydatami do
zastosowan w diagnostyce molekularnej, biosensoryce, terapii fotodynamicznej oraz
projektowaniu nowych lekdéw przeciwnowotworowych. Pomimo obiecujacych
wynikow wiekszo$¢ omawianych zastosowan przeciwnowotworowych pozostaje
obecnie na etapie badan przedklinicznych i wymaga dalszej weryfikacji.

Analiza przedstawionych przykladow wskazuje, ze o skutecznosci
makrocyklicznych ligandow DNA decyduje przede wszystkim obecnos¢
rozbudowanego 1 mozliwie plaskiego uktadu =n-elektronowego, odpowiednio
dobranych  podstawnikéw  kationowych  wzmacniajacych  oddziatywania
elektrostatyczne z DNA oraz mozliwo$¢ wykorzystania centrum metalicznego do
regulacji wtasciwosci elektronowych, koordynacyjnych i redoks. Szczegdlnie
korzystne okazuje si¢ taczenie interkalacji z dodatkowymi oddzialywaniami
stabilizujagcymi  kompleks, takimi jak wigzanie w obrebie bruzd lub
wielopunktowe rozpoznawanie kwasow nukleinowych. Jednoczesnie duza
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réznorodno$¢ strukturalna omawianych zwiazkéw oraz mozliwos$¢é racjonalnego
ksztaltowania ich wlasciwosci poprzez modyfikacj¢ makrocykla, podstawnikoéw
peryferyjnych i centrum metalicznego wskazuja, ze projektowanie nowych ligandow
DNA pozostaje dynamicznie rozwijajacym si¢ obszarem chemii bioorganiczne;j,
koordynacyjnej i supramolekularne;.
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Z dumg i rado$cia informujemy o historycznym sukcesie reprezentacji Polski na 58.
Migdzynarodowej Olimpiadzie Chemicznej (IChO 2026), ktéra odbyta si¢ w
Uzbekistanie. Cata czwodrka naszych miodych reprezentantow wywalczyla srebrne
medale, potwierdzajagc swoja przynaleznos¢ do Swiatowe] czotdéwki miodych
chemikow!

Nasza druzyn¢ narodowa tworzyli wybitni laureaci krajowej 72. Olimpiady
Chemicznej w sktadzie:

Julia Michniewicz — IX LO im. K. Hoffmanowej w Warszawie

Karolina Pawlowska — Technikum nr 10 w Zespole Szkét nr 3 im. Tadeusza
Rylskiego w Rzeszowie

Kacper Furtak — V LO w Bielsku-Biatej

Wiktor Gorgon — I LO im. Mikotaja Kopernika w Lodzi

Ten wielki sukces nie bylby mozliwy bez wielomiesiecznej, wytezonej pracy. Po
wymagajacych eliminacjach krajowych, mtodzi olimpijczycy przeszli intensywny
kurs przygotowawczy zorganizowany przez Komitet Gltowny Olimpiady
Chemiczne;.
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Za kazdym z tych sukcesow stoja konkretni ludzie — wybitni specjalisci, ktorzy od
lat z pelnym oddaniem i pasja przygotowuja merytorycznie kolejna edycje zawodow.
To zespo6t naukowcodw, dydaktykoéw i organizatorow, ktorzy wkiadajg cale swoje
serce w rozw0j miodych talentow. Przez caly ten czas — a takze w trakcie
wymagajacego pobytu w Uzbekistanie — nasi reprezentanci znajdowali si¢ pod ich
troskliwa opieka. JesteSmy ogromnie wdzigczni za ich wieloletnie zaangazowanie,
bez ktérego polska chemia nie osiggataby tak spektakularnych sukceséw na arenie
miedzynarodowe;.

Jako Polskie Towarzystwo Chemiczne (PTChem), z dumg petlnimy role gléwnego
filaru stojgcego za organizacja ruchu olimpijskiego w Polsce. Od lat, czerpiac z
naszej bogatej 1 dtugiej historii, nieustannie propagujemy nauki chemiczne. Naszym
celem jest tworzenie jak najlepszych warunkéw oraz mozliwosci rozwoju dla
wszystkich, ktérzy wybieraja te wyjatkowa S$ciezke naukows. Aktywnie
wspotpracujemy z licznymi instytucjami, oferujgc uczestnikom wsparcie
merytoryczne oraz finansowe. Organizujemy konferencje naukowe i umozliwiamy
stale podnoszenie wiedzy poprzez udziat w prestizowych, mig¢dzynarodowych
przedsigwzigciach.

Pragniemy zlozy¢ serdeczne podzickowania instytucjom, ktorych wsparcie
umozliwia realizacje tego wyjatkowego turnieju:

Ministerstwo Edukacji Narodowej (MEN) — ktore stale wspoétfinansuje dziatania
Olimpiady Chemiczne;j.

Fundacja ORLEN — ktéra w 2026 roku dotozyla swoja finansowa cegietke, dzigki
czemu wszyscy laureaci oraz wyroznieni uczestnicy 72. edycji turnieju otrzymali
dedykowane stypendia. Przekazana darowizna pozwolita nam réwniez na zakup
nowoczesnego sprzetu, odczynnikow oraz narzedzi niezbednych do profesjonalnego
przeprowadzenia zawodow, a takze zapewnila wsparcie finansowe na
wynagrodzenia dla osob zaangazowanych w organizacj¢ i obshuge turnieju na
réznych ptaszczyznach.

Uczelnie wyzsze 1 ich wydzialy chemii i chemiczne — kluczowym elementem
systemu sa wyzsze uczelnie w calym kraju. To wilasnie na ich wydziatach
przeprowadzane sg wszystkie etapy olimpiady. Uczelnie wspieraja nas poprzez
udostepnianie swojej infrastruktury.

Naszym Srebrnym Medalistom, ich Nauczycielom, Opieckunom oraz calemu
Komitetowi Gléwnemu i wszystkim osobom, ktore przyczynity si¢ do tego sukcesu
sktadamy najszczersze gratulacje i zyczymy dalszego rozwoju na $ciezce naukowe;j!

Prezes PTChem wraz z Prezydium ZG PTChem



INFORMACIJE 1785




1786 INFORMACJE

Konkurs Chemi€zny ing-
Marii Skiodowskiej-Curl

Wed udziat

3. Konkurs Chemiczny im. Marii Sklodowskiej-Curie

I Liceum Ogolnoksztatcace im. Marii Sklodowskiej-Curie w Gorzowie
Wielkopolskim oraz Lubuski Kurator O$wiaty zapraszaja do udziatu w 3. Konkursie
Chemicznym im. Marii Sklodowskiej-Curie. Wydarzenie to =zostalo objete
patronatem Polskiego Towarzystwa Chemicznego.
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Konkurs skierowany jest do uczniéw szkot ponadpodstawowych wszystkich typow.
W rywalizacji mogg wzigé udziat rowniez uczniowie szkét podstawowych, ktorzy
wykazujg szczegolne zainteresowanie chemig.

Terminarz tegorocznej edycji Konkursu przedstawia si¢ nastepujaco:

16 listopada 2026 r. — zakonczenie rejestracji zawodnikow przez szkoty,

30 listopada 2026 r., godz. 11:00 — uroczyste otwarcie Konkursu oraz zawody I
Etapu,

7 grudnia 2026 r. — ogtoszenie wynikow I Etapu,

5 Iutego 2027 r., godz. 10:00 — zawody Etapu Finatowego,

12 lutego 2027 r. — ogloszenie wynikéw Etapu Finatowego.

Przypominamy, Ze na zgloszenia zawodnikdéw przez szkoty organizatorzy czekaja
do 16 listopada 2026 1.

Regulamin Konkursu, formularz zgtoszeniowy oraz wszystkie najwazniejsze
informacje dostepne sg na stronie: konkurschem-curiegorzow.pl.

Serdecznie zapraszamy mlodych pasjonatow chemii do udziatu!

MEDAL
CHEMI

Trwa nabér do konkursu Zloty Medal Chemii 2026
pod honorowym patronatem PTChem

Przypominamy, ze do 10 pazdziernika 2026 roku mozna zgtasza¢ prace do 16. edycji
prestizowego konkursu ,,Zloty Medal Chemii 2026”. Wydarzenie jest organizowane
przez Instytut Chemii Fizycznej PAN (IChF PAN) w Warszawie we wspolpracy z
firmg DuPont. Inicjatywa ta po raz kolejny zostata objeta honorowym patronatem
Polskiego Towarzystwa Chemicznego.
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Konkurs skierowany jest do mtodych naukowcow, bedacych autorami najlepszych
prac licencjackich Iub inzynierskich w dziedzinie chemii, a takze z pogranicza chemii
i biologii lub chemii i fizyki. Do rywalizacji moga zosta¢ zgloszone prace o
znaczeniu poznawczym oraz aplikacyjnym, ktore zostaty zrealizowane i obronione
w Polsce w roku akademickim 2025/2026.

Na laureatow czekaja nagrody finansowe:
Ztoty Medal to nagroda w wysokosci 15 000 zt.
Za Srebrny Medal przyznane zostanie 7 500 zt.
Zdobywca Brazowego Medalu otrzyma 3 750 zt.
Przewidziano réwniez trzy wyrdznienia firmy DuPont, kazde o warto$ci 3 000 zt.

Ponadto wszyscy finaliSci zyskajg cenng mozliwo$¢ odbycia stazu naukowego w
Instytucie Chemii Fizycznej PAN oraz bezplatnej realizacji badan w tamtejszych
laboratoriach.

Zgloszenia konkursowe przyjmowane sg za posrednictwem strony internetowej
www.zlotymedalchemii.pl. Lista finalistow zostanie opublikowana 10 listopada 2026
r., a uroczyste ogloszenie wynikow i wreczenie nagrod odbedzie si¢ 15 grudnia 2026
r.

Zachecamy do poinformowania dyplomantow o mozliwosci wzigcia udziatlu w tym
wyjatkowym wydarzeniu i zaprezentowania swojego dorobku naukowego na
szerszym forum.
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Miedzynarodowa nagroda IUPAC -, Distinguished Women in Chemistry” — nabor
rozpoczety

Uprzejmie informujemy, ze IUPAC oglosit nabér do miedzynarodowej nagrody
IUPAC - ,Distinguished Women in Chemistry”. Laureatki sa wybierane na
podstawie wybitnych osiggnie¢ w dziedzinie badan podstawowych lub stosowanych,
wybitnych osiggnie¢ w zakresie nauczania lub edukacji, a takze wykazanej zdolnos$ci
przywddczej lub doskonalosci w zarzadzaniu w dziedzinie nauk chemicznych.
Komisja ds. nagrod zwraca szczeg6lng uwage na kandydatki, ktére w trakcie swojej
kariery wykazaty si¢ zdolnosciami przywodczymi i/lub zaangazowaniem
spotecznym.
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