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STRESZCZENIE

Spektroskopia rentgenowska z wykorzystaniem Promieniowania Synchrotronowego
jest zbiorem technik badawczych rozwijanych od dziesigcioleci. Spektroskopia absorpcyjna
promieniowania X (XAS) pozwala otrzyma¢ informacj¢ strukturalng 1 konfiguracje
elektronowych stané6w nieobsadzonych badanego zwigzku. Spektroskopia emisyjna
promieniowania X (XES), pozwala na otrzymanie komplementarnej do XAS informacji
strukturalnej oraz konfiguracji elektronowych stanow obsadzonych. Potgczenie tych metod
stanowi nowatorska spektroskopia RXES umozliwiajaca zebranie analogicznych informacji
w jednym eksperymencie. Dotychczas, spektroskopia RXES byta glownie wykorzystywana
w badaniach z dziedziny ciata statego.

Celem niniejszej rozprawy bylo wykonanie pomiaréw metali 3d w rdznych typach
probek i wykazanie réznic pomigdzy metodami XAS i KB RXES. Opisane zostaty trzy
eksperymenty podejmujace aktualne problemy badawcze, wykonane przy pomocy metod XAS
i RXES oraz wsparte obliczeniami DFT i ab-initio wykonanymi przy pomocy teorii FMS.
Pierwszy eksperyment skupial si¢ na zastosowaniu metody K RXES do wyznaczenia struktury
przerwy energetycznej w zwigzkach nieorganicznych zelaza. Stanowi on podsumowanie
mozliwosci metody RXES w dotychczasowych zastosowaniach fizyki ciata stalego. Ponadto,
wprowadzony zostal nowy sposob radzenia sobie z efektem samoabsorpcji widocznym
w widmach XAS. Drugi eksperyment to analiza mechanizmu oddziatywania biatka PrP¢
z jonami Cu(II). Jest to przyktad badania struktury heterogenicznej, przy uzyciu spektroskopii
absorpcyjnej przy krawedzi K Cu. W trakcie analizy zostat zidentyfikowany unikatowy proces
transferu fadunku z ligandéw na jon Cu(Il) (LMCT) oraz przedstawiono rozwigzanie struktury
kompleksu PrP¢-Cu(Il). Trzeci eksperyment to rozwigzanie problemu oddziatywania Cr(VI)
z btonami lipidowymi. W tym przypadku zostaly zastosowane 1 pordwnane obie techniki: XAS
1 KB RXES. W trakcie doswiadczenia wykazano istnienie mechanizmu przechodzenia Cr(VI)
przez btony lipidowe przy jednoczesnym wykorzystaniu potencjatu redoks reakcji redukcji
Cr(VI) -> Cr(II/Cr(IV). W rezultacie obliczen DFT i ab-initio zaproponowano i potwierdzono
model tworzenia krotko zyjacych kanalow w btonie lipidowej przy jednoczesnym trwatym
wigzaniu Cr do sktadnikoéw blon.

W trakcie analizy wynikow, pokazane zostato zastosowanie spektroskopii K RXES
do badania materii organicznej i heterogenicznej. Dzigki temu udowodniono, iz przy pomocy

techniki KB RXES mozliwe jest peine zrozumienie natury zachodzacych zjawisk w tego typu
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probkach. Pozwoli to na rozwinigcie metodologii badawczej, znacznie wykraczajace poza

dotychczasowe zastosowania fizyki ciata statego.
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SUMMARY

X-Ray spectroscopy with use of Synchrotron Radiation is a set of experimental
techniques that were being under development for decades. The X-Ray Absorption
Spectroscopy (XAS) allows to obtain structural and electronic information regarding
unoccupied electronic states in studied compound. On the contrary, the X-Ray Emission
Spectroscopy (XES) allows to obtain complementary to XAS structural and electronic
information about unoccupied electronic states in studied compound. The RXES technique
merges aforementioned methods and enabled to simultaneously collect all structural and
electronic information in one experiment. Up to now, the RXES technique was used in majority
to study solid-state samples.

The purpose of this thesis was to study 3d metals in various sample types and to
demonstrate divergences between the RXES and both XAS and XES methods. Three
experiments, that were challenging actual research problems, were pictured. They were
conducted with use of XAS and K RXES techniques with support of a DFT and ab-initio, the
FMS theory-based calculations. The first experiment was focused on application of KB RXES
to characterise band gap in inorganic reference iron compounds. This study is a sum up of the
RXES technique capabilities in application to classical solid state physics scientific problems.
Additionally, a new way of handling the self-absorption effect in XAS spectra was introduced.
The second experiment was focused on interaction of the PrPC protein with Cu(ll) ions. This
was an example of study of heterogenic structure with use of X-Ray absorption spectroscopy
near Cu K edge. During data analysis a new, unique mechanism of charge transfer form ligands
to metal (LMCT) was identified as well as the PrP¢-Cu(ll) complex structure was solved. The
third experiment tacked the problem of Cr(VI1) impact on lipid membranes. In this case both
XAS and KB RXES techniques were utilised. As a result it was proven that Cr can pass
throughout lipid membrane with simultaneous redox reaction Cr(VI) -> Cr(I11)/Cr(1V) taking
place. The model of Cr binding to membrane content and creation of short living channels
in a lipid membrane were proposed and proved with use of DFT and ab-initio calculations.

During data analysis, application of the K RXES method in organic and heterogenic
samples. It was shown that with use of the KB RXES technique, one can obtain full
understanding the nature of the phenomena occurring in this type of samples. In future, it will
allow to extend methodology of study, much beyond the actual solid state physics scope

of applications.
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XAS Ang. X-Ray Absorption Spectroscopy, Spektroskopia Absorpcyjna Promieniowania X
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XRD Ang. X-Ray Diffraction, Dyfrakcja Rentgenowska
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SPIS RYSUNKOW

Rysunek 1.1

Rysunek 1.2

Rysunek 1.3

Rysunek 1.4

Rysunek 1.5

Rysunek 1.6

Rozdzial 1

Wykres obrazujgcy wktady poszczegolnych oddziatywan do
catkowitego masowego wspotczynnika absorpcji. W celu
wizualizacji  zaleznoSci wybrano rownomolowq mieszaning
pierwiastkow: Na, S, Ti, Cr, Fe, Cu, Zn, Ag, Au, U. Pionowa
przerywana  linia  wskazuje umownqg  gramnice  miedzy
promieniowaniem rentgenowskim, a gamma. Obliczenia
wykonano na podstawie tablic National Institute of Standards and
Technology (NIST) [66]

Krawedzie absorpcji wyznaczone dla mieszaniny pierwiastkow:
Na, S, Ti, Cr, Fe, Cu, Zn, Ag, Au, U w stosunku réwnomolowym
kazdy. Obliczenia wykonano na podstawie tablic National
Institute of Standards and Technology (NIST) [66].

Schemat synchrotronu Il  generacji z najwazniejszymi
elementami. W celu zachowania przejrzystosci rysunku, nie
zaznaczono  na  nim  urzgdzen — wstawkowych — oraz
nadprzewodzqcych wnek rezonansowych.

Schemat prezentujgcy emisje promieniowania
elektromagnetycznego w polu magnetycznym przez elektrony A —
nierelatywistyczne; B — relatywistyczne. Rysunek przerysowany z
[6].

Zrédla  promieniowania  synchrotronowego: A — magnes
zakrzywiajgcy;, B — wiggler; C — undulator. Rysunki B i C
Zaczerpnieto z [7].

Ogolny schemat optyki stosowanej na wigzce eksperymentalnej
dedykowanej pomiarom w obszarze twardego promieniowania X.
Schemat  zaczerpmiety  ze  strony  internetowej  linii

eksperymentalnej P64 na synchrotronie Petra 11 w DESY. [9]
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Rozdzial 11

Rysunek 11.1
Rysunek 11.2
Rysunek 11.3
Rysunek 11.4
Rysunek 11.5

Schemat wzbudzenia stanu 1s w dowolnym atomie. Na poczqtku
promieniowanie o wysokiej energii pada na atom, nastgpuje
absorpcja kwantu promieniowania X i promocja elektronu na
stan powyzej energii Fermiego (A). Wakancja w rdzeniu
atomowym jest zapetniana przez elektron z wyzszej powtoki przy
czym emitowane jest charakterystyczne promieniowanie
Sfluorescencji rentgenowskiej (B) Absorpcja oraz emisja zachodzg
tylko z wudziatem konkretnych poziomow  energetycznych
dozwolonych regutami wyboru (C). Na schemacie C zapetnienie
dziury rdzeniowej zostato pokazane tylko dla stanu Is (krawedz
K).

Struktura widma XANES na przyktadzie CuSOs X 5H0.
Zaznaczono piki: przedkrawedziowy, pochodzqcy od ligandu i
powiqgzany z transferem tadunku oraz krawedz absorpcji, czyli,
tzw. biatq linie. Pomiaru widma dokonano na wigzce P64, na
synchrotronie Petra Ill w Deutsches Elektronen-Synchrotron
(DESY).

Absorpcja rentgenowska z podpowtoki 1s. Elektrony 1s znajdujg
sig na dnie studni potencjatu. Fotoelektron wybity przez kwant
promieniowania X moze roznie zachowac si¢ w zaleznosci od
poczgtkowej  energii  padajgcego  promieniowania.  Albo
pozostanie w polu oddzialywania atomu (niebieskie tlo), albo
zostanie wybity do Kontinuum, gdzie bedzie si¢ rozpraszal na
sgsiednich atomach i autointerferowal (Zolte tlo). hv —kwant
promieniowania X.

Schematyczne  przedstawienie  uktadow  do  pomiarow
rentgenowskich absorpcyjnych: A —w modzie transmisyjnym; B —
w modzie fluorescencyjnym. Na Rysunku zaznaczono rowniez
obszary wiqzki pierwotnej Io 1 rejestrowanej | oraz komory
jonizacyjne K i Ko.

Widma XANES ftalocyjanianu miedzi (lI) zmierzone w modzie
fluorescencyjnym (kolor czarny) oraz transmisyjnym (kolor
czerwony) dla probki w formie pastylki oraz roztworu wodnego

(insert). Dla obu typow probek stezenie absorbera nie

32

34

39

40

42



Rysunek 11.6
Rysunek 11.7
Rysunek 11.8
Rysunek 11.9
Rysunek 11.10

przekraczato 5 % suchej masy. Pomiarow dokonano na wigzce
XAFCA na synchrotronie Singapore Synchrotron Light Source w
Singapurze dzigki uprzejmosci dr Agnieszki Banas.

Widma XANES ZnSOs x 5H.O zmierzone w modzie
Sfluorescencyjnym dla probki o grubosci 1 mm, w formie pastylki
zawierajgcej rozne stezenia zwigzku w zakresie od 0.25 % do 20
%. Wyniki poroéwnano do sygnatu skorygowanego ze wzgledu na
efekt samoabsorpcji w programie Athena, przy uzyciu algorytmu
FLUO. Pomiarow dokonano na wigzce P64 na synchrotronie
Petra 111 w Deutsches Elektronen-Synchrotron (DESY).

Schemat eksperymentu  przeprowadzanego W  geometrii
Sfluorescencyjnej z uwzglednieniem efektu samoabsorpcji.
Nierezonansowe widmo XES dla o-Fe;Os. Pokazano obszar
energetyczny obejmujqcy piki Kf13 oraz obszar walencyjny (piki
Kp25). Ponadto widoczne sq piki satelitarne KB’ i Kf’'. Widmo
otrzymano na wigzce SuperXAS (10XDA) w Swiss Light Source,
Paul Scherrer Instituit w Szwajcarii za pomocq dyspersyjnego
spektrometru w geometrii von Hamosa.

A — Mapa RXES probki a-Fe203 wraz z zaznaczonymi
najwazniejszymi przejsciami oraz obszarami poza-, nie-, i
rezonansowymi; B — poréwnanie widma HR-XAS dla energii
emisji 7055 eV z widmem TFY XAS; C — widmo HEROS
otrzymane dla energii padajgcej 7105 eV; D — poréwnanie widm
XES oraz HR-XES dla energii wigzki padajqcej rownej 7114 eV;
E — region walencyjny widma wmisyjnego. Mape otrzymano na
wigzce SuperXAS (10XDA) w Swiss Light Source, Paul Scherrer
Instituit w Szwajcarii za pomocq dyspersyjnego spektrometru w
geometrii von Hamosa. Niepewnosci na rysunkach C i E zostaly
Wyznaczone jako N, gdzie N to ilos¢ zliczeh. Rysunek
zaadaptowano z [33].

Geometrie pomiarow w uktadzie RXES. A — geometria Johanna,
w ktorej niedopasowanie promieni wyciecia krysztatu i okregu
Rowlanda powoduje utrate zdolnosci rozdzielczej; B — geometria
Johanssona, w ktorej promienie wyciecia krysztatu i okregu
Rowlanda do siebie idealnie pasujq, C — geometria von Hamosa

do pomiaréw w energetycznym modzie dyspersyjnym.
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Rozdzial 111

Rysunek I11.1

Rysunek [11.2

Rysunek I11.3
Rysunek I11.4

Rysunek I11.5

Rozdzial V

Rysunek V.1

Rysunek V.2

Rysunek V.3

Rysunek V.4

Redukcja danych w eksperymencie XAS przy pomocy programu
Athena. A — surowe widmo XAS folii miedzianej wraz z funkcjq tla
oraz obszarami przedkrawedziowym, zakrawedziowym; B —
widmo absorpcyjne Cu po normalizacji i korekcie samoabsorpciji.
Potencjaly miseczkowe wokét dwoch rodzajow atomow
zaznaczonych kolorem zielonym i niebieskim. Przerywane linie
oznaczajg umowng granice sferycznego potencjatu. Zoétty kolor
oznacza przestrzen miedzyatomowq o statej wartosci potencjatu.
Zarys dziatania programu FEFF 9.6.

Interfejs graficzny programu FEFF 9.6 z wczytanym plikiem
wejsciowym do obliczenia widma XANES hematytu.

Model oddziatywania wigzki padajgcej i wtornej fluorescencji z

probkq. Oznaczenia znajdujq sie w tekscie.

Schemat pasm energetycznych dla (A) lzolatora (B)
Polprzewodnika  (C)  Przewodnika.  Pasmowa  teoria
przewodnictwa  zaklada istnienie  pojedynczych  stanow
energetycznych elektrondw w postaci funkcji falowych, ktére
lezgc blisko siebie naktadajg sie tworzgc pasma: walencyjne i
przewodnictwa. Pasma te sq oddzielone obszarem wzbronionym
scharakteryzowanym wartoSciq przerwy energetycznej. Wartos¢
przerwy energetycznej oraz potozenie pasm wzgledem Energii
Fermiego (przerywana linia) decydujg o wlasnosciach
elektrycznych danego zwigzku chemicznego.

Widok ukiadu pomiarowego przygotowanego do kalibracji
energetycznej, na linii SuperXAS, SLS, PSI. W uktadzie nie ma
zamontowanego krysztatu analizujgcego.

Widok programu RXES_GUI podczas kalibracji mapy RXES dla
folii zelaznej. Insert przedstawia logo programu.

Redukcja szumu na mapie RXES na przykliadzie wynikow
otrzymanych dla folii Zelaznej: A — dane przed obrobkg,
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Rysunek V.5

Rysunek V.6

Rysunek V.7

Rysunek V.8

bezposrednio po pomiarze, oraz pojedynczy skan profilu tta dla
energii 6970 eV (biata linia); B — dane z wycietym obszarem
zawierajgcym sygnal fluorescencyjny pochodzgcy od przejsé
elektronowych oraz piku elastycznego (kolor bordowy); C — profil
zmiennosci tla otrzymany dla catej mapy; D — mapa RXES po
odjeciu profilu zmiennosci ta.

Mapy RXES zmierzonych probek zwiqgzkow zelaza po odjeciu tla,
kalibracji i normalizacji: A — folia zelazna;, B — a-Fe;Os; C —
Fe(NO3)s x 9 H20.

A —widma XES wszystkich badanych prébek otrzymane w wyniku
wykonania catkowania mapy RXES wzdiuz calej energii
padajgcej promieniowania X. Insert z lewej strony przedstawia
regiony walencyjne widm XES wszystkich zwigzkow, natomiast
insert po prawej stronie przedstawia zblizenie na maksimum linii
Kp13 wszystkich zwigzkéw,; B —widma XAS wszystkich badanych
probek otrzymane w wyniku wykonania catkowania mapy RXES
wzdluz calej energii emisji promieniowania X. Insert przedstawia
widma wysokorozdzielcze XAS wydobyte z mapy RXES poprzez
catkowanie intensywnosci fluorescencji dla energii emisji 7,055
keV. Stupki bledow oznaczajq niepewnosci zdefiniowane jako
pierwiastek z wariancji.

Identyfikacja szerokosci przerwy energetycznej dla Fe(NO3)z X 9
H.O: A - dopasowanie funkcji Gaussa do danych
eksperymentalnych; B — analiza widm zrézniczkowanych.
Oryginalne zroézniczkowane widmo XES jest zbyt zaszumione.
Pionowe  przerywane linie pokazujg  zakres  przerwy
energetycznej.

Poszczeg6lne etapy wyznaczenia stanéw obsadzonych i
nieobsadzonych (A-B) oraz zastosowana odwrotna korekta
samoabsorpcji (C): A — funkcje DOS zestawione z funkcjami
arcus tangens dla stanéw obsadzonych i nieobsadzonych; B —
Sfunkcje DOS po rozdzieleniu na czes¢ obsadzong i nieobsadzong
zestawione z funkcjami arcus tangens dla stanéw obsadzonych i
nieobsadzonych C — efekt dziatania korekty samoabsorpcji na

widmo XAS zelaza.
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Rysunek V.9

Rysunek V.10

Rozdzial VI

Rysunek VI.1

Rysunek V1.2

Rysunek V1.3

Rysunek V1.4

Rysunek V1.5

Rysunek V1.6

Wyniki eksperymentu obrazujgce przerwe energetyczng: widma
eksperymentalne oraz teoretyczne wraz z funkcjami DOS
policzonymi w pakiecie FEFF i odtwarzajgcymi eksperyment dla:
A — folii zelaznej; B — a-Fe203; C — Fe(NOs); x 9 H0.

Mapy RXES zmierzonych probek zwigzkow zelaza obliczone
teoretycznie: A — folia zelazna; B — o-Fe;03; C — Fe(NOs); x 9
H-0.

Struktura biatka prionowego, jego zakotwiczenie w blonie
komorkowej oraz szczegotowa budowa fragmentu ,,octarepeat”.
Gilowng strukture zaczerpnigto z pliku 2Imt.pdb, a strukture
domeny z pliku 2kkg.pdb z bazy RCSB PDB.

Schemat konwersji biatka prionowego z a-helikalnej izoformy a)
PrPC do izoformy b) PrP* bogatej w p-kartki. Rysunek pobrano z
artykutu [126].

Pierwsza struktura jonu Cu(ll) zwigzanego przez peptyd HGGW,
bedgcy subsekwencig PHGGGWGQ. Rysunek skopiowany za
zgodqg z [105]. Copyright © 2018, American Chemical Society.
Widmo kompleksu PrPC-Cu(ll) (23-231) poréwnane do widma
kompleksu Cu(ll)-ftalocyjanianu i folii miedzianej. Insert
przedstawia zblizenie na rejon krawedzi i przejscia 1s -> 4p oraz
1l pochodne. Przerywanymi liniami zaznaczono polozenie
krawedzi absorpcji wedtug miejsc zerowych Il pochodnych widm
absorpcyjnych.

Struktura stanéw elektronowych w kompleksie Cu(ll): A— bez
transferu tadunku w stanie podstawowym; B — wzbudzenie jonu
Cu(ll) i powstanie wakancji w stanie 1s; C — transfer tadunku w
wyniku relaksacji stanéw 3d Cu(ll).

Wyniki optymalizacji struktur zawierajgcych Cu(ll) pomocg pola
sitowego UFF: A — kompleksu PrP®-Cu(ll) (23-106) i B — Hiss-
Cu(l) oraz funkcje RDF z uwzglednieniem whkiadu
poszczegolnych pierwiastkow dla: C - PrP®-Cu(ll) i D - B — Hiss-
Cu(ll) oraz catkowite funkcje RDF dla obu modeli kompleksow

Cu(ll). Na rysunkach A-B, oznaczenia kolorow odpowiadajq
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Rysunek V1.7

Rysunek V1.8

Rysunek V1.9

Rysunek VI1.10

Rysunek VI.11

Rysunek VI1.12

Rysunek VI.13

typom atoméw: C —szary, N — niebieski, O — czerwony, H — biaty,
Cu — pomaranczowy.

Zaleznos¢ ostabienia fluorescencji w probce od grubosci probki z
iloscig jonéw Cu(ll) przylgczonych do biatka PrP° jako
parametrem. Insert przedstawia wplyw stechiometrii kompleksu
PrPC-Cu(ll) na wartosé¢ wspoétczynnika absorpcji dla energii
8046,3 eV.

A — Zaleznos¢ wartoSci wspoiczynnika absorpcji od energii
padajgcego promieniowania X wyznaczona z tablic NIST dla
roznych stechiometrii wigzania Cu(Il) przez biatko PrP®; B —
Obliczone w programie FEFF widma XAS kompleksu PrP¢-
Cu(ll) znormalizowane przy zatozeniu rozmych stechiometrii
wigzania miedzi. Dla porownania skali energetycznej, na obu
rysunkach pokazano widmo eksperymentalne kompleksu.
Przerywana pionowa linia oznacza energie, dla ktorych
normalizowano obliczone widma.

Widma obliczone ab-initio w programie FEFF przed i po korekcie
samoabsorpcji poréwnane do danych eksperymentalnych: A —
kompleks PrP<-Cu(ll); B — kompleks Hiss-Cu(ll).

Wyniki dopasowania kombinacji liniowej dwoch modeli
teoretycznych do eksperymentalnego widma XAS kompleksu
PrPC-Cu(ll) (23-231) zmierzonego przy krawedzi K miedzi. Dolny
wykres pokazuje roznice miedzy dopasowanym widmem
wypadkowym (zielone), a doswiadczalnym (czarne).

Wzory strukturalne referencje organicznych uzytych w trakcie
pomiarow XAS przy krawedzi K Cu probek ciektych kompleksu
PrP®-Cu(ll): a) Cu(l)-ftalocyjanian; b) Cu(l)-L-Histydyna.
Widma XAS kompleksu PrP¢-Cu(ll) (23-231) otrzymane podczas
pomiarow przy krawedzi K miedzi. Pionowa linia orientacyjnie
pokazuje obszar przejsé¢ 1s->4p + LMCT.

Wyniki obliczen widm ab-initio oraz funkcji DOS dla zwigzkow
referencyjnych przy krawedzi K Cu w programie FEFF: A —
kompleks Cu(ll)-ftalocyjanian x 2H,0; B - kompleks Cu(ll)-
ftalocyjanian; C - kompleks Cu(ll)-L-Histydyna; D - kompleks
Cu(l-ftalocyjanian x H2O; CuSOuaq.
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Rysunek VI1.14

Rysunek VI.15

Rysunek VI1.16

Rysunek VI1.17

Rysunek V1.18

Rysunek VI1.19

Rozdzial VII

Rysunek VII.1

Zoptymalizowane metodg DFT i uzyte w dalszej analizie struktury
kompleksu: A) PrP®-Cu(ll) a; B) PrP®-Cu(ll) b oraz funkcje RDF
z uwzglednieniem wktadu poszczegolnych pierwiastkow dla: C -
PrPC-Cu(ll) ai D - B PrP®-Cu(ll) b oraz catkowite funkcje RDF
dla obu modeli komplekséw Cu(ll). Na rysunkach A-B,
oznaczenia kolorow odpowiadajq typom atomow: C — szary, N —
niebieski, O — czerwony, H — bialy, Cu — pomaranczowy.

Wyniki dopasowania kombinacji liniowej dwdch modeli
teoretycznych: PrPS-Cu(ll) a oraz PrP®-Cu(ll) b i widma Cu(ll)-
Acc, do eksperymentalnego widma XAS kompleksu PrP¢-Cu(Il)
(23-231) zmierzonego przy krawedzi K miedzi. Dolny wykres
pokazuje rozmice miedzy dopasowanym widmem wypadkowym
(zielone), a doswiadczalnym (czarne).

Widma ab-initio XAS kompleksow A — PrP®-Cu(ll) a oraz B —
PrPC-Cu(ll) b wraz z funkcjami DOS.

Poréwnanie obsadzenia orbitali atomowych w kompleksach
PrPC-Cu(ll) a oraz PrP°-Cu(ll) b. Transfer elektronow z
pierscieni imidazolowych zapetnia orbitale na powtoce 4p Cu
(szare tlo).

Relacje pomiegdzy intensywnosciami pikow odpowiadajgcych
przejsciu 1s -> 4p + LMCT oraz krawedzi absorpcji (1s -> 4p) i
piku przedkrawedziowego (1s -> 3d). Zaleznos¢ zostata pokazana
dla wszystkich zmierzonych zwigzkOw referencyjnych, probki
kompleksu PrPS-Cu(Ill) oraz, dla poréwnania uwzglednione
zostaly takze obliczone modelowe struktury PrP°-Cu(ll) a oraz b.
Odtworzenie widma XAS poprzez dopasowanie do niego pikéw w
formie funkcji Gaussa oraz funkcji skokowej arcus tangens.
Wartosci  przypisane kolorom na wykresie odpowiadajq

maksimom dopasowanych funkcji.

Przyktadowe sposoby koordynowania atomu Cr przez pierscienie

aromatyczne [173].
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Rysunek V1.2

Rysunek V11.3

Rysunek VI1.4

Rysunek VI1.5

Rysunek V11.6

Rysunek VII.7

Rysunek VI1.8

Schematy struktur  zorganizowanych, tworzonych przez
fosfolipidy: A — monowarstwa; B - dwuwarstwa; C —
wielowarstwa, tu: czterowarstwa; D — liposom; E — micella.
Etap dializy probek poddanych dziataniu Cr(VI): A — Schemat
uktadu do dializy probek; B — zdjecie dializowanej probki przed
pierwszq wymiang dializatu;, C — koncowy etap dializy (19
godzina).

A — Widok na wnetrze hutcha pomiarowego linii BM—25A w
ESRF; B — kriostat helowy do pomiarow probek stalych w 10 K z
przygotowany do pomiaru; C — wukiad do pomiaru probek
ciekdych.

A — Widok na spektrometr von Hamosa na linii P64 w DESY; B —
Zblizenie na uktad pomiarowy w momencie dokonywania skanow
widm XANES przy uzyciu detektora PIPS (zaznaczony strzatkq na
rysunku).

A — pasma w widmie FTIR, charakterystyczne dla blon
lipidowych. Przerywang linig oznaczono pierwotne potozenie
pasm vs(CH>) i vas(CH2); B — maksima pasma vas(CH>) w funkcji
temperatury oraz dopasowana do nich funkcja sigmoidalna.
Przerywana pionowa linia pokazuje punkt przegiecia sigmoidy
rowny Te.

Wyniki pomiaréw XRD prébek liposoméw przed i po poddaniu
ich dziataniu Cr(VI): A — grupa zawierajgca mato DOPE (DMPC
i DMPC:DOPE 100:1); B — grupa zawierajgca duzq frakcje
DOPE (DMPC:DOPE 10:1, DMPC:DOPE 5:1 oraz
DMPC:DOPE 1:1). Szare tlo i numery odpowiadajq obszarom
charakterystycznym, wyroznionym na  podstawie  probek
liposomowych nie poddanych dziataniu Cr(VI).

Wyniki pomiaréw XAS prébek liposoméw po poddaniu ich
dzialaniu Cr(VI) oraz probek referencyjnych: A — widma XAS z
zaznaczonym obszarem przedkrawedziowym, B — zblizenie na
obszar przedkrawedziowy zaznaczony w (A). Szarym tlem
wyrozniony zostal pik przedkrawedziowy. Czarna strzatka
pokazuje przesuniecie krawedzi absorpcji miedzy widmami
K2Cr207 i DMPC:DOPE 1:1; C— Wykres obrazujgcy zmiennosé
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Rysunek VI11.9

Rysunek VI1.10

Rysunek VII.11

Rysunek VI11.12

Rysunek VI11.13

Rysunek VI11.14

Rysunek VI1.15

Rysunek VI11.16

wysokosci i powierzchni pod pikiem przedkrawedziowym oraz
polozenia krawedzi absorpcji.

Krzywa kalibracyjna polozenie krawedzi — stopien utlenienia
(czerwona linia) oraz polozenia krawedzi absorpcji w widmach
liposomow (punkty koloru niebieskiego). Krzywa zostata
sporzqdzona na podstawie widm XAS zwigzkow referencyjnych
(punkty koloru czarnego).

Whyniki dopasowania widm XAS DMPC:DOPE 1:1 oraz K,Cr,07
do pozostalych widm liposomow: A — DMPC; B — DMPC:DOPE
100:1; C— DMPC:DOPE 10:1; D — DMPC:DOPE 5:1.

Widma roznicowe XAS probek wodnych (gora) i w formie
pastylek. Intensywne widma pastylek zostaly narysowane linig
poiprzezroczystq dla zachowania przejrzystosci rysunku.
Poszczegolne etapy analizy widm XRF oraz przyktadowe wyniki
pomiarow: A — krzywa kalibracyjna energia — kanat, B — krzywa
kalibracyjna zliczenia — stezenie; C — widma XRF probek
referencyjnych K,Cr,07, CrCls x 5H,0, Cr;03; D — przyktadowe
widma XRF dla: kaptonu DMPC + Cr oraz DMPC:DOPE 5:1 +
Cr; E — widmo roznicowe DMPC — kapton (gora) i sktadowe
widma (dot); F — widmo roznicowe DMPC:DOPE 5:1 — kapton
(gora) i sktadowe widma (dot).

Przyktad zdjec, ktore postuzyly do obliczenia wspotczynnika
Ceorr: A — zdjecie pastylki Cr0s; B — zdjecie pastylki
DMPC:DOPE 100:1 +Cr; C — obraz binarny pastylki Cr.03; D
— obraz binarny pastylki DMPC:DOPE 100:1 +Cr.

Polgczone wyniki pomiarow XAS i XRF, obrazujgce zmiany
zawartosci Cr(VI), Cr(lV) oraz catkowitego stezenia Cr w
liposomach w funkcji ilosci DOPE w blonach lipidowych.

Model oddziatywania Cr(VI) z btonq. Przy braku ruchu wewngtrz
blony Cr(VI) nie moze si¢ zredukowac¢. Gdy blona ma charakter
poiptynny, wigzania ~-HC=CH- mogq sta¢ si¢ celem utleniania
przez Cr(VI). Proces mozZe sig¢ powtorzy¢ i doprowadzi¢ do
powstania kanatu wodnego.

Wyciecie rejonu piku przedkrawedziowego z map RXES na
przykiadzie mapy dla DMPC:DOPE 1:1 +Cr: A — petna, mapa

RXES z zaznaczonymi charakterystycznymi obszarami (kolor
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Rysunek VI1.17

Rysunek V11.18

Rysunek VI11.19

Rysunek VI11.20

Rysunek VI11.21

Rysunek VI11.22

biaty) oraz rejonem wycigcia piku przedkrawedziowego
(czerwony kolor); B — wyciety rejon piku przedkrawedziowego.
Refleks piku elastycznego jest widoczny w widmach XAS, jako tzw.
., glitch”.

Mapy RXES w obszarze piku przedkrawedziowego dla probek: A
- K2Cr207; B- DMPC +Cr; C — DMPC:DOPE 10:1 +Cr; D —
DMPC:DOPE 1:1 +Cr. Linie przerywane o kolorach czerwonym,
biatym i czarnym oznaczajq miejsca wycie¢ w mapach RXES przy
energiach 5993 eV, 5990,5 eV oraz 5946,5 eV. Linie kropkowane
w tych samych kolorach oznaczajq zasieg wycigc.

Mapy RXES w obszarze piku przedkrawedziowego dla probek
referencyjnych: A — Cr,0s3; B — Cr203 o stgzeniu 15 %, C —
Cry(S04)3; D — CrCls; E - CrF3; F — (CsHg)Cr(CO)s.

Krzywa kalibracyjna polozenie krawedzi — stopien utlenienia
(kolor czerwony) oraz polozenia krawedzi absorpcji w widmach
liposomow (punkty koloru niebieskiego). Krzywa zostala
sporzgdzona na podstawie widm XAS zwigzkow referencyjnych
(punkty koloru czarnego).

Nierezonansowe widma XES wszystkich prébek: A — widma Kf
XES zwigzkow referencyjnych;, B — Widma Kf XES probek
liposomow. Zmierzone probki liposomow zostaly zestawione z
referencjami Cr203 (Cr(111)) oraz KoCr207 (Cr(V1)); C —zblizenie
na rejon v2c widm XES probek referencyjnych; D — zblizenie na
rejon v2c widm XES prébek liposomow.

Nierezonansowe widma XES i XAS oraz widma ab-initio dla
prébek: A — Cr;03 (Cr(l11)) oraz B — K,Cr,0; (Cr(VI)). Na obu
rysunkach  czarne strzatki  wskazujg  elementy  widma
doswiadczalnego, ktore nie zostaly poprawnie zidentyfikowane
przez algorytm FMS. Linia ciggla oznacza elektronowe stany
obsadzone, natomiast linia przerywana oznacza stany
nieobsadzone.

Model wigzania Cr blonie lipidowej obejmujqcy trzy rozne atomy
Cr i dwa miejsca wigzqce w tancuchu alifatycznym fosfolipidow
(1) oraz w czesci hydrofilowej fosfolipidow (2). Miejsce wigzqgce

Crw czesci alifatycznej zawiera dwa atomy Cr oznaczone a i b.
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Rysunek VI11.23

Rysunek VI11.24

Rysunek VI11.25

Rysunek VI11.26

Rysunek VI1.27

Rysunek VI11.28

Rysunek VI11.29

A — Porownanie widm XAS eksperymentalnego i otrzymanego w
kombinaji liniowej oraz widm ab-initio obu miejsc wigzgcych Cr
Z Rys. VII. 21; B — Poréwnanie widm kombinacji liniowej widm
ab-initio obszaru Kfi1z wykonanej wedlug wag kombinacji
liniowej z rysunku A i wyniku doswiadczalnego. Widmo miejsca
wigzgcego nr 1 otrzymano obliczajgc widma XAS atomow a i b, a
nastepnie {qczgc wyniki w stosunku 1:1. Insert przedstawia
funkcje DOS typu p odpowiadajgce poszczegolnym pikom
widocznym na wypadkowym widmie. C — widmo ab-initio XAS
miejsca wigzgcego Cr nr 1 wraz z istotnymi funkcjami DOS; D —
widmo ab-initio XAS miejsca wigzgcego Cr nr 2 wraz z funkcjami
DOS majgcymi znaczny wktad do widma.

Roznicowe mapy ARXES dla: A — DMPC +Cr — K;Cr.07; B —
DMPC:DOPE 100:1 +Cr —K>Cr,07; C— DMPC:DOPE 1:1 +Cr
— K2Cr20y. Linie przerywne o kolorach granatowym, zielonym i
fioletowym oznaczajq miejsca wycie¢ w mapach RXES przy
energiach 5993 eV, 5990,5 eV oraz 5946,5 eV. Linie kropkowane
w tych samych kolorach oznaczajg zasieg wycigc.

Wyciecia z map: A — ARXES wykonane wzdtuz energii emisji,
szerokos¢ wyciecia 2 eV dla energii padajqgcej rownej 5993 eV; B
— RXES wykonane wzdtuz energii emisji, szerokos¢ wyciecia 2 eV
dla energii padajgcej rownej 5993 eV.

Wyciecia z map: A — ARXES wykonane wzdtuz energii padajgcej,
szerokos¢ wyciecia 1,5 eV dla energii emisji rownej 5946,5 eV; B
— RXES wykonane wzdtuz energii padajgcej, szerokos¢ wyciecia
1,5 eV dla energii emisji rownej 5946,5 eV.

Wyciecia z map: A — ARXES wykonane wzdtuz energii emisji,
szerokos¢ wyciecia 1,5 eV dla energii emisji rownej 5990,5eV; B
— RXES wykonane wzdtuz energii emisji, szerokos¢ wyciecia 1,5
eV dla energii emisji réwnej 5990,5 eV.

A — Widmo réznicowe DMPC +Cr — K2Cr207 oraz takie samo
widmo obliczone teoretycznie; B - Widmo roznicowe
DMPC:DOPE 1:1 +Cr — K:Cr.0; oraz takie samo widmo
obliczone teoretycznie.

A — widma ab-initio i funkcje DOS dla dwuatomowego modelu

wigzania Cr w miejscu wigzgcym nr 1 z Rys. VII. 22; B —widma
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Rysunek V11.30

ab-initio i funkcje DOS dla CrPO. odpowiadajgce miejscu
wigzqcemu nr 2 z Rys. VII. 22; C —wypadkowe widmo ab-initio i
funkcje DOS. Linie przerywane oznaczajg stany nieobsadzone.
Wszystkie widma na rysunkach A i B zostaly przeskalowane
zgodnie z wynikiem kombinacji liniowej widm XAS z Rys. VII. 23.
A — Mapa RXES DMPC +Cr otrzymana teoretycznie oraz B —
zblizenie na obszar piku przedkrawedziowego. W celu
porownania skopiowano do podpunktow (C) i (D) zawartos¢ Rys.
VII. 16; C — mapa RXES prébki DMPC:DOPE 1:1 +Cr; D —
wyciety obszar piku przedkrawedziowego.
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SPIS TABEL

Tabela VI.1

Tabela VI.2

Tabela VI.3

Rozdzial VI

Wyniki przypisania odleglosci miedzyplaszczyznowych do refleksow
oznaczonych na Rys. VI. 4 A-B.

Wyniki dopasowania liniowego widm XAS DMPC:DOPE 1:1 oraz
K2Cr,07 do widm XAS DMPC, DMPC:DOPE 100:1, DMPC:DOPE
10:1 oraz DMPC:DOPE 5:1.

Wyniki dopasowania liniowego widm XAS DMPC:DOPE 1:1 (pastylka)
oraz K;Cr,O7 do widm XAS prébek wodnych DMPC, DMPC:DOPE
100:1, DMPC:DOPE 10:1 oraz DMPC:DOPE 5:1.
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I. Promieniowanie rentgenowskie

L1 Podstawowe whasnos$ci promieniowania rentgenowskiego

Promieniowanie rentgenowskie (promieniowanie X) jest to fala elektromagnetyczna
o energiach od ok 200 eV do 0,5 MeV. Odpowiada to dtugoéciom fali réwnym od 62 A
do 0,0025 A. W zaleznosci od energii opisywanego promieniowania X, méwi si¢ o migkkim
promieniowanie X (200 eV — 2000 eV) [1], delikatnym (ang. tender, 2000 eV — 5000 eV)
[2] oraz twardym promieniowaniu X (>5000 eV) [2]. W widmie elektromagnetycznym,
promieniowanie X od strony niskich energii ograniczone jest przez promieniowaniem UV,
natomiast od strony wysokich energii, przez promieniowanie gamma.

Promieniowanie rentgenowskie moze powstawa¢ naturalnie lub sztucznie.
Do naturalnych zrodet naleza rozpady promieniotworcze i promieniowanie kosmiczne.
Sztuczne Zrodta promieniowania rentgenowskiego dziela si¢ na dwa typy: laboratoryjne oraz
typu LSRF (ang. Large Scale Research Facilities, pol. Duze Osrodki Badawcze, DOB).
Do konwencjonalnych nalezy na przyktad lampa rentgenowska [3].

Promieniowanie rentgenowskie moze oddziatywac z materig, ktorg napotyka na swojej
drodze. Skala 1 natura zjawiska oddzialywania jest zdeterminowana przez energi¢ kwantéw
promieniowania X oraz mas¢ i liczb¢ atomowa pierwiastkow, z ktdrymi promieniowanie
oddziatuje. Na oddziatywanie promieniowania X z materig sktadaja si¢: efekt fotoelektryczny,
rozpraszanie elastyczne: Rayleigha i Thomsona, nieelastyczne — Comptona oraz tworzenie par
elektron — antyelektron (pozyton). Przekrdj czynny na wymienione efekty silnie zalezy
od energii padajacego promieniowania. Dla najnizszych energii kwantow rentgenowskich
zachodzi gtéwnie efekt fotoelektryczny, ktory polega na przekazie calej energii fotondéw silnie
zwigzanym elektronom. Z rozpraszaniem elastycznym (koherentnym) ma si¢ do czynienia, gdy
fotony nie zmieniaja swojej energii podczas oddzialywania i zachodzi ono zaréwno na jadrach
atomowych jak 1 na silnie zwigzanych elektronach. Rozpraszanie nieelastyczne
promieniowania X, czyli tak zwany efekt Comptona moze wystgpowaé zarOGwno
w oddzialywaniach z elektronami swobodnymi jak i stabo zwigzanymi elektronami
walencyjnymi. W wyniku takiego oddzialywania nastgpuje przekaz energii z fotonu
do elektronu, a foton zmienia swoj ped. Ostatnim rodzajem oddziatywaniem jest tworzenie si¢
par czgstka-antyczgstka w polu elektrycznym elektronow lub polu magnetycznym jader

atomow osrodka. Dolng granicg energetyczng zachodzenia tego efektu jest rownowarto$¢ masy
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Rysunek 1. 1 Wykres obrazujgcy wkitady poszczegolnych oddziatywan do catkowitego
masowego wspotczynnika absorpcji. W celu wizualizacji zaleznosci wybrano
rownomolowq mieszaning pierwiastkow: Na, S, Ti, Cr, Fe, Cu, Zn, Ag, Au, U.
Pionowa przerywana linia wskazuje umowngq granice miedzy promieniowaniem
rentgenowskim, a gamma. Obliczenia wykonano na podstawie tablic National
Institute of Standards and Technology (NIST) [67].

spoczynkowej dwoch elektronow — 1022 keV. W niniejszej pracy, opisane zostang efekty
majace najwickszy wktad w zakresie energetycznym réwnym 200 eV — 10000 eV. Na Rys. 1.1
pokazane sa catkowite przekroje czynne dla wymienionych wyzej oddziatywan. Jak widac,
w obszarze zainteresowania dominujace sa: efekt fotoelektryczny oraz rozpraszania elastyczne

i nieelastyczne.

Przekroj czynny. Warto$cig charakteryzujaca prawdopodobienstwo wystgpienia danego
oddzialywania jest przekroj czynny. Klasycznie, przekroj czynny na absorpcje jest
zdefiniowany przez réwnanie rozniczkowe opisujagce zmiang natezenia strumienia czastek lub

fotonow (@) w elemencie grubo$¢ dx:

do(x)

— —No@ (@8]

cm?

gdzie: N — liczba centrow absorbujacych na jednostke powierzchni [ L ];
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o — przekroj czynny w [C%Z]

Po scatkowaniu powyzszego wzoru stronami w zakresie catkowitej grubosci absorbera (d)
1 z warunkiem poczatkowym @(0) = &g otrzymuje si¢ prawo Lamberta-Berra:
@ = P eNod (2)
Przekrdj czynny definiuje si¢ jako stosunek liczby czgstek lub fotonow rozproszonych (lub
zaabsorbowanych) w objegtosci tarczy do liczby wszystkich padajacych, podzielony przez
gesto$¢ centréw absorbujacych na jednostke powierzchni. Jest to wigc prawdopodobienstwo
wystgpienia danego zjawiska na jednostke powierzchni. W przypadku gdy przekroj czynny
zmienia sie¢ w funkcji jednej lub kilku obserwabli mamy do czynienia z roézniczkowym
przekrojem czynnym. Z reguly wystepuja przekroje czynne zalezne od energii padajacych
czastek (fotonow) lub od katow padania i rozpraszania. Alternatywnie dla przekroju czynnego
obecnego we wzorze (2), mozna zdefiniowac rownanie:
I =Ije Hd ©))
gdzie: | — kolejno nat¢zenie wigzki promieniowania po przejs$ciu przez obiekt o grubosci d;
lo— natezenie padajacej wigzki;
w — liniowy wspotczynnik ostabienia promieniowania.
Wspdlezynnik ostabienia zwigzany jest $cisle z przekrojem czynnym na absorpcj¢ fotonu:

—HFMa (4)

Pm Ng

gdzie: pi = U, — masowy wspdlczynnik ostabienia promieniowania;
m

Pm — gesto$¢ masy;

m, — masa molowa atomdw absorbera;

N, — liczba Avogadro.

Z tej roéwnowazno$ci wynika takze mozliwo$¢ zamiennego stosowania wartosci
u 1 o z dokladnoscia do stalej szczegdlnie w przypadku, gdy rozpatruje si¢ pojedynczy
pierwiastek. Na wspotczynnik ostabienia sktadaja si¢ wszystkie oddziatywania pokazane
na Rys. 1.1. 1 spetniajg one zasad¢ addytywnosci.

Efekt fotoelektryczny. Wraz z rosnaca energia kwanty promieniowania X stajg si¢ coraz
bardziej przenikliwe 1 coraz stabiej oddzialuja z materia. W energetycznym widmie
promieniowania rentgenowskiego mozna zaobserwowac charakterystyczne tzw. krawegdzie
absorpcji. KrawedZz absorpcji pojawia si¢, gdy energia padajgcego promieniowania

rentgenowskiego staje si¢ rowna energii wigzania elektronu na danej powtoce elektronowe;j.
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Rysunek 1. 2 Krawedzie absorpcji wyznaczone dla mieszaniny pierwiastkéw: Na, S, Ti, Cr, Fe, Cu, Zn,
Ag, Au, U w stosunku rownomolowym kazdy. Obliczenia wykonano na podstawie tablic National

Institute of Standards and Technology (NIST) [67].

Krawedzie absorpcji przyjeto si¢ nazywaé tak samo jak powloki elektronowe, kolejno
od najnizszej: K, L, M, N.... Przyktad obecnos$ci krawedzi absorpcji pokazany jest na Rys. 1.2.
Absorpcja fotoelektryczna polega na wybiciu elektronu zwiazanego w atomie
(fotoelektronu) z jego powtoki i zachodzi, gdy spetniona jest zasada zachowania energii:
hve = Ef — W (5)
gdzie: hv, — energia fotoelektronu;
Ef — energia wigzania elektronu;
W — praca wyjscia.
Klasycznie, przekrdj czynny na absorpcje fotoelektryczng zalezy od energii padajgcego
fotoelektronu i liczby atomowej pierwiastka, Z:

ZS
Ogps = Op W (6)

gdzie: o, — staty wspotczynnik proporcjonalnosci.
W wyniku zaabsorbowania kwantu promieniowania X elektron zostaje wybity ze swojej
powtoki elektronowej 1 powstaje wakancja w powloce rdzenia atomowego, tzw. dziura

rdzeniowa. Taki stan wzbudzony ma okre$lony czas zycia z reguly od ok. ulamkow
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femtosekund do kilku femtosekund i jego relaksacja moze zachodzi¢ w dwojaki sposob.
W pierwszym z nich elektron z wyzszej powloki zapeknia dziurg, pozbywajac si¢ nadmiaru
energii w postaci emisji kwantu promieniowania X o charakterystycznej energii. Zjawisko
to nazywa si¢ fluorescencjg rentgenowsks. Takie kwanty promieniowania majg S$cisle
okreslong, tatwa do identyfikacji energi¢, parzysto$¢ i1 sa uzywane w spektroskopii
rentgenowskiej. Drugi mechanizm deekscytacji, charakterystyczny gtownie dla atomow
lekkich, to emisja elektrondw w procesie emisji elektronéw Augera. W tej sytuacji podczas
zapelniania dziury rdzeniowej przez elektron z wyzszej powtoki, emitowany jest jeszcze jeden
elektron z powloki walencyjnej. Warto wspomnie¢, ze moze dojs¢ do zapetienia wakancji
przez elektron z tej samej powloki elektronowej, ale z wyzszej podpowtoki z jednoczesng

emisja elektronu z wyzszej powtoki. Taki efekt nazywa si¢ zjawiskiem Costera-Kroninga.

.2 Synchrotron jako zrodlo promieniowania X

A. Budowa synchrotronu [4,5]
Synchrotron jest zrodtem promieniowania X wykorzystywanym gldwnie do celéw
naukowych. Schemat budowy synchrotronu Ill generacji pokazany jest na Rys. I. 3. Zasada

dziatania synchrotronu polega na wzbudzaniu emisji promieniowania elektromagnetycznego

Akcelerator
kolowy

Pierscien
akumulacyjny

Akcelerator
liniowy
Dzialo
elektronowe

e —

\)/

>

Linie badawcze

Rysunek 1. 3 Schemat synchrotronu Il generacji z najwazniejszymi elementami. W celu zachowania
przejrzystosci rysunku, nie zaznaczono na nim urzqdzen wstawkowych oraz nadprzewodzgcych wnek

rezonansowych.
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W wyniku oddziatywania silnym polem magnetycznym na relatywistyczne elektrony krazace
w pierécieniu akumulacyjnym. Zrédtem elektronow jest tak zwane dziato elektronowe, czyli
rozgrzany do okoto 2800 K drut wolframowy, z ktdrego w przyspieszajagcym polu elektrycznym
emitowane sg termoelektrony. Nast¢pnie, eclektrony te sg przyspieszane. Najpierw
sa transportowane przez akcelerator liniowy, w ktorym osiagaja energi¢ kilkuset MeV,
a nastepnie trafiajg do matego akceleratora kotowego (przyspieszacza, ang. booster), gdzie
osiggaja docelowa energi¢ kilku GeV. Z przyspieszacza sa transportowane do pierscienia
akumulacyjnego, w ktorym kraza po orbicie kotowej i sg poddawane oddziatywaniu
zewngtrznego pola magnetycznego w magnesach zakrzywiajacych i1 tzw. urzadzeniach
wstawkowych (ang. insertion devices): wigglerach i undulatorach. Oddziatujac z polem
magnetycznym, elektrony tracg energie¢, ktora musi by¢ regularnie uzupetniana. Do tego stuzg
nadprzewodzace wngki rezonansowe dzialajace w zakresie fal radiowych (ang.
superconducting radio-frequency cavity). W trakcie procesu uzupetniania energii elektronow,
efektywnie okoto 15 % z nich odzyskuje docelowa energi¢, natomiast reszta jest bezpowrotnie
tracona. Powoduje to formowane paczek elektronow (ang. bunches). Aby utrzymaé state
natezenie pragdu w pierScieniu akumulacyjnym, elektrony musza by¢ ciagle uzupetniane.
Obecnie coraz wigcej synchrotronéw pracuje w modzie top-up, ktory polega na czestym
uzupehianiu niewielkich strat elektronéw w pierScieniu akumulacyjnym, dzigki czemu
natezenie pradu pozostaje praktycznie bez zmian. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze we wszystkich
opisanych elementach synchrotronu, na drodze elektronbw oraz wytworzonego

promieniowania panuje wysoka préznia.

B. Urzqdzenia wstawkowe i wlasnosci promieniowania synchrotronowego
[4,5]
Promieniowanie  synchrotronowe powstaje w magnesach zakrzywiajacych
i urzadzeniach wstawkowych w wyniku oddziatywania pola magnetycznego na relatywistyczne
elektrony. Zrodto synchrotronowe promieniowania X ma nastepujace cechy:
* Duzg intensywno$¢, o 12 rzedoéw wielko$ci wieksza niz konwencjonalne Zrddta;
» Bardzo szeroki i ciggly zakres energetyczny: od podczerwieni, do ,twardego”
promieniowania X;
» Maty naturalny kat kolimacji;
» Wysoki stopien polaryzacji;
= Dyskretng strukturg czasowa;

* Duzy strumien, $wietlnos¢ 1 silng kolimacje wiazki promieniowania;
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= Dodatkowo, wymagana jest wysoka stabilnos¢ takiego zrodta, co jest osiggane migdzy
innymi dzigki zachowaniu wysokiej proézni na calej drodze optycznej wiazki
promieniowania.

Poruszajace si¢ elektrony w polu magnetycznym emitujag promieniowanie
elektromagnetyczne o energii zaleznej od intensywnosci pola i energii kinetycznej tych
elektronow. W przypadku nierelatywistycznym stosunek g predkosci liniowej elektronéw
do predkosci swiatta ¢ jest duzo mniejszy od 1. Wowczas elektrony w polu magnetycznym
emituja  promieniowanie elektromagnetyczne o katowym rozktadzie podobnym
do oscylujacego dipola z maksimami intensywno$ci skierowanymi prostopadle do plaszczyzny
ruchu (Rys. I. 4 A). W przypadku, gdy predkos¢ liniowa elektronu jest zblizona do ¢, f = 1,
dominuja efekty relatywistyczne. Profil emisji promieniowania elektromagnetycznego uktada
si¢ w charakterystyczny stozek (Rys. I. 4 B), ktorego centrum jest skierowane w kierunku

wektora ruchu elektronow. Kat potdéwkowy rozwarcia stozka emisji ¥ jest proporcjonalny

do wyrazenia /1 — B2 [6] i dla elektronéw o energii 1 GeV, wynosi 0,029°. Powstawanie
Promieniowania synchrotronowego jest zatem efektem relatywistycznym.

Magnesy zakrzywiajace spetniaja podwdjng funkcj¢. Po pierwsze zakrzywiaja tor lotu
wiazki elektrondw w pierscieniu akumulacyjnym. Po drugie stuza, jako zrédto promieniowania

synchrotronowego. Takie Zrodto mozna scharakteryzowaé parametrem krytycznej dtugosci fali

A B

Orbita elektronu
— —— —

Orbita elektronu
— ——
\

— ~
- . \
Przyspieszenie Przyspieszenie
— — - _—L — e — — —
90°

Do obserwatora

B<<1 o ~1

Do obserwatora
Rysunek 1. 4 Schemat prezentujgcy emisje promieniowania elektromagnetycznego w polu
magnetycznym przez elektrony A — nierelatywistyczne; B — relatywistyczne. Rysunek przerysowany
z [6].
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A, ktora zalezy jedynie od parametrow technicznych pierscienia akumulacyjnego i1 energii
elektronow. Powyzej tej wartos$ci generowane jest 50 % mocy strumienia fotondw w magnesie.
Schemat dzialania magnesu zakrzywiajacego pokazany jest na Rys. I. 5 A. Urzadzenia
wstawkowe dzieli si¢ na dwa rodzaje: wiggler i undulator, pokazane schematycznie na Rys. 1.
5 B-C. Oba te urzadzenia skladajg si¢ z naprzemiennie utozonych magnesow
nadprzewodzacych, ktorych pole magnetyczne zmusza elektrony do sinusoidalnego drgania
w plaszczyznie urzadzenia, wzdtuz linii prostej wyznaczajacej wypadkowa tras¢ wiazki.
W efekcie, przy kazdym drganiu emitowane jest promieniowanie elektromagnetyczne
o zadanym kacie brylowym emisji (wigzka przyjmuje forme stozka), ktére na koncu sumuje si¢
w intensywna wigzke¢ promieniowania. O wlasnos$ciach promieniowania wytworzonego przez
urzadzenia wstawkowe decyduja parametry tych urzadzen: catkowita dlugosé, odleglosc
miedzy magnesami, amplituda zmian pola magnetycznego oraz energia elektronéw. Oba typy
urzadzen emituja znacznie bardziej intensywne promieniowanie charakteryzujace sie
wigkszym strumieniem promieniowania oraz $wietlnoscia, zdefiniowang jako strumien
podzielony przez powierzchni¢ zrodta oraz przez kat brylowy emisji. W wigglerze, podobnie
jak w magnesie zakrzywiajacym, promieniowanie powstate w kazdym drganiu dodaje si¢
niekoherentnie, przez co intensywno$¢ wigglera, w porownaniu do magnesu zakrzywiajacego
rozni si¢ o czynnik N (definiuje on ilo$¢ par magneséw w wigglerze). Roznica miedzy
wigglerem i undulatorem jest do$¢ subtelna. W undulatorze zakrzywienie toru lotu elektronow
jest wieksze. Konstrukcja undulatora powoduje, iz drgania elektronéw w plaszczyznie

urzadzenia maja kat mniejszy niz naturalny kat emisji promieniowania. Promieniowanie

A

hv

Rysunek 1. 5 Zrédta promieniowania synchrotronowego: A — magnes zakrzywiajgcy; B —wiggler; C —

undulator. Rysunki B i C zaczerpnieto z [7].
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wyemitowane w kazdym drganiu, w r6znych okresach tych drgan interferuje konstruktywnie
ze sobg, tworzac spdjng wigzke promieniowania. W efekcie, undulator produkuje znacznie
bardziej intensywne promieniowanie przy jednoczesnie wyraznie mniejszym kacie brytowym,
a intensywnos¢ jego promieniowania wzgledem magnesu zakrzywiajgcego roézni si¢ o czynnik
N2, Jednocze$nie kat rozwarcia stozka promieniowania jest mniejszy niz w wigglerze o czynnik
V/N. Ponadto undulator, jako jedyny zachowuje kolimacje wytworzonego promieniowania w
ptaszczyznie réwnoleglej jak 1 prostopadlej do plaszczyzny orbity elektronu. Efektem
zastosowania undulatora jest promieniowanie synchrotronowe o najwigkszej intensywnosci

i jednoczes$nie relatywnie waskim profilu energetycznym.

C. Budowa linii eksperymentalnej [8]

Kazda linia eksperymentalna moze zosta¢ podzielona na czg$¢ optyczng
1 eksperymentalng. W tym paragrafie opisane zostang typowe rozwigzania stosowane
w czesciach optycznych linii eksperymentalnych dedykowanych pomiarom przy uzyciu
twardego, monochromatycznego promieniowania rentgenowskiego.

Cata optyka pozwalajaca na koniec uzyska¢ monochromatyczng wigzke
promieniowania X, oparta jest na zjawisku Bragga. Podstawowe elementy tej optyki pokazane
sg na Rys. I. 6. Wigzka promieniowania jest formowana do odpowiednich rozmiaréw przy
pomocy szczelin. Szczeliny zapobiegaja takze propagacji promieniowania rozproszonego
153 obecne na wielu etapach drogi optycznej wigzki. W celu oddzielenia kolejnych sekcji drogi
optycznej wigzki promieniowania, na jej drodze ustawione sg okienka ze stabo absorbujacych

materialow takich jak beryl lub kapton. Okienka dzialaja takze jak filtry absorbujace

Przestona

/ Zwierciadla
//

KB

Eksperyment 7rédlo

= Przeslona

Rysunek 1. 6 Ogolny schemat optyki stosowanej na wigzce eksperymentalnej dedykowanej pomiarom
w obszarze twardego promieniowania X. Schemat zaczerpmigty ze strony internetowej linii

eksperymentalnej P64 na synchrotronie Petra I11 w DESY. [9]
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niskoenergetyczng frakcje wiazki i redukujagce moc dostarczang na inne elementy optyczne.
Aby uzyska¢ wigzke promieniowania o mozliwe waskim profilu energetycznym stosuje si¢
monochromatory. Najczesciej, stosuje si¢ monochromatory zbudowane z dwoch krysztatow
Si lub Ge, ustawione réwnolegle wzgledem siebie (ang. Double Crystal Monochromator,
DCM). Proces monochromatyzacji wykorzystuje odbicie wigzki poprzez dyfrakcje, ktdre
zachodzi tylko jezeli speliony jest warunek Bragga. Takie rozwigzanie pozwala
na wyeliminowanie dlugosci fali nie spetniajacych warunku Bragga, jednakze w powstatej
wigzce obecne sg wyzsze harmoniczne, spetniajgce réwniez prawo Bragga. W DCM
wykorzystuje si¢ rézne plaszczyzny krysztalow, na przyktad (111) lub (333) w zaleznosci
od docelowej energii wigzki. Za standard przyjeto si¢, aby rozdzielczo$¢ energetyczna

monochromatora wynosita co najmniej AE / E= 10~*. Nastepnym elementem optycznym

sa zwierciadla, ktore pelnig dwojaka role. Po pierwsze stuza do skupienia wigzki w kierunku
horyzontalnym i pionowym. Po drugie, zwierciadla dzialajg jak filtr eliminujac z odbitej wigzki
wyzsze harmoniczne, ktore powstaja podczas monochromatyzacji wigzki. Optymalny uktad
to dwa zwierciadta Kirkpatricka-Baeza (KB) ustawione wzajemnie pod katem 90 °, a wigzka
promieniowania pada na ich ptaszczyzny pod katem mniejszym niz kat krytyczny zwierciadta.
Sa to katy rzedu miliradianéw, przez co zwierciadla te osiggaja rozmiary rzedu metrow.
Ponadto, aby skupi¢ wiazke i wyeliminowac jej odksztatcenia, zwierciadta majg z reguty ksztatt
toroidalny lub cylindryczny. NajczeSciej stosowanym materiatem jest Si lub SiO2, ktory
dodatkowo jest pokryty warstwami ciezkich metali np. Pt, Rh, Ni, Au w zaleznoS$ci
od docelowego zakresu energii, przy ktorych ma pracowac stacja pomiarowa. Na przyktad,
wigzka uzywana na stacji pomiarowej P64 na synchrotronie Petra |1l w DESY ma zrodto
w postaci 2 metrowego undulatora i pracuje w zakresie 4 — 44 keV. W zaleznosci od docelowe;j
energii wymaganej w eksperymencie, DCM wykorzystuje ptaszczyzny odbijajace Si(111) lub
Si(311). Eliminacja wyzszych harmonicznych i skupienie wigzki zachodzi na dwoch lustrach
Si pokrytych Pt i Rh. Oba lustra maja mozliwo$¢ jednoczesnej eliminacji wyzszych
harmonicznych dla zakresow energii 4 keV - 10 keV, 9 keV - 20 keV, 14 keV - 25 keV oraz
skupiania wigzki w zakresie energetycznym 4 keV — 25 keV. Jako$¢ otrzymanej
do eksperymentu wiazki silnie zalezy od jakosci uzytych w monochromatorze krysztatow oraz

od jakosci zwierciadet.
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Il. Spektroskopia rentgenowska

»Spektroskopia” oznacza dostownie ,,0oglagdanie widm” od tacinskiego stowa spectrum
,Zjawisko”, , obraz” i specere ,,zjawa”, ,,widmo” oraz od greckiego skopein, ,,oglada¢™!. Jest
to wiec nauka o powstawaniu, wlasno$ciach oraz interpretacji widm. Widmo to obraz
promieniowania, dwuwymiarowa zalezno$§¢ pomiedzy obserwablg definiujaca dane
promieniowanie (np. intensywnos$¢, przekrdj czynny, liczba zliczen), a energig Ilub
komplementarng warto$¢ fizyczng (np. dlugoscig fali, liczbg falows, czestotliwoscia).
Spektroskopia rentgenowska zajmuje si¢ analizag widm z zakresu promieniowania
rentgenowskiego.

W Rozdziale 1 opisane zostaly wlasciwosci promieniowania rentgenowskiego oraz
to, w jaki sposob oddziatuje ono z materig. Przekladajg si¢ one na unikatowe zastosowania
spektroskopowe promieniowania X. W tym rozdziale opisane zostang wykorzystane

w niniejszej Pracy techniki spektroskopowe.
II. 1 Spektroskopia absorpcyjna promieniowania rentgenowskiego

A. Struktura przy krawedzi absorpcji

Spektroskopia rentgenowska, poprzez oddziatywanie promieniowania X z atomami
umozliwia badanie struktury materii na poziomie atomowym oraz subatomowym. Najbardziej
podstawowym sposobem oddziatywania promieniowania X z materig jest absorpcja
promieniowania X i powigzana z nig Rentgenowska Spektroskopia Absorpcyjna (ang. X-Ray
Absorption Spectroscopy, XAS). Absorpcja promieniowania X zachodzi wtedy, gdy energia
padajacego fotonu jest rowna lub wigksza niz energia wigzania elektronu na danym poziomie
energetycznym. Elektrony w atomie zostaja wzbudzone przez promieniowanie X powyzej
poziomu Fermiego atomu (Rys. Il. 1 A), a nast¢pnie przy pomocy odpowiedniej metody
detekcji, obserwuje si¢ zmiany wspotczynnika absorpcji W(E), wraz ze zmiang energii
wzbudzajacego promieniowania X, gdy wakancja w rdzeniu atomowym zostaje zapelniana
przez elektron z wyzszej powtoki. Poziom Fermiego jest to energia poziomu energetycznego
ostatniego elektronu walencyjnego w atomie znajdujacym si¢ w temperaturze 0 K, przy

warunku, ze wszystkie poziomy ponizej sg zapetnione, a powyzej wolne. Wzbudzenie moze

! Na podstawie: Wiadystaw Kopalinski, “Stownik wyrazéw obcych i zwrotdw obcojezycznych pierwsze wydanie
w Internecie”, dostep: 25.05.2018, 15:30, adres: http://www.slownik-online.pl/index.php
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Rysunek II. 1 Schemat wzbudzenia stanu 1s w dowolnym atomie. Na poczqtku promieniowanie o
wysokiej energii pada na atom, nastepuje absorpcja kwantu promieniowania X i promocja elektronu na
stan powyzej energii Fermiego (A). Wakancja w rdzeniu atomowym jest zapetniana przez elektron z
wyzszej powloki przy czym emitowane jest charakterystyczne promieniowanie fluorescencji
rentgenowskiej (B). Absorpcja oraz emisja zachodzq tylko z udziatem konkretnych poziomow
energetycznych dozwolonych regutami wyboru (C). Na schemacie C zapetnienie dziury rdzeniowej

zostato pokazane tylko dla stanu ls (krawedz K).

nastepowac ze stanow o gtéwnej liczbie kwantowej 1, 2 a dla pierwiastkow cigzkich takze
3. Odpowiada to krawedziom absorpcji kolejno K, L oraz M. Przejsciami elektronowymi rzadza
kwantowe reguly wyboru dla przejs¢ dipolowych: 4/ =+1, 47 =0, £ 1, gdzie | to orbitalna liczba
kwantowa, a j to rzut catkowitego momentu pedu na o$ kwantyzacji (catkowity moment pedu).

Wzbudzony atom moze deekscytowac na drodze dwoch gtéwnych mechanizmow. Tak
jak w przypadku przejs¢ elektronowych zachodzacych w wyniku absorpcji kwantu
promieniowania X, oba mechanizmy deekscytacji sg rzagdzone przez dipolowe reguty wyboru.
W przypadku padajacego twardego promieniowania X, gdy wakancja o energii Ex w rdzeniu
atomowym jest wypelniona przez elektron z wyzszej powloki o energii Ez, zachodzi
rownoczesna emisja kwantu promieniowania X. Promieniowanie to jest obserwowane jako

fluorescencja rentgenowska o energii rownej AE = |E; — E,| (Rys. 1l 1 B). Gdy padajace
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promieniowanie X jest migkkie, wowczas podczas zapetniania wakancji rdzeniowej elektronem
z wyzszej powloki emitowany do Kontinuum jest dodatkowo jeszcze jeden elektron. Taki
proces nazywa si¢ efektem Augera. Oba zjawiska mozna wykorzysta¢ do badania
wspotczynnika absorpcji u(E), jednakze efekt Augera wymaga innej metodologii
eksperymentalnej niz detekcja fluorescencji. Wszystkie eksperymenty opisane w niniejszej
Rozprawie zostaly wykonane z wykorzystaniem detekcji fluorescencji promieniowania
X dlatego tez efekt Augera nie b¢dzie omawiany.

Aby moéc wykorzystat w pelni zalety techniki XAS, w pomiarach uzywa si¢
Promieniowania Synchrotronowego (SR), ktore jest koherentne, charakteryzuje si¢ duza
intensywnoscia, jest spolaryzowane i moze by¢ zmonochromatyzowne. Dzigki temu,
ze elektrony w atomach majg Scisle skwantowane poziomy energetyczne (Rys. II. 1 A-B), jest
to metoda selektywna ze wzgledu na badany rodzaj pierwiastkow. Probkowane jest tylko
najblizsze otoczenie chemiczne badanych atomoOw, zatem przy uzyciu promieniowania X
o duzej intensywno$ci, metoda staje si¢ bardzo czula. Majac do dyspozycji wigzke
promieniowania X, mozna skanowaé probke, zmieniajac energic wigzki padajacej wokot
krawedzi absorpcji 1 badaé, do jakich standw zostaje wzbudzony elektron. Oznacza to,
ze technika XAS pozwala na probkowanie 1 otrzymanie informacji o ggstosci nieobsadzonych
stanow elektronowych atomu (ang. Density of State, DOS). Potozenie widma na skali energii,
jest bardzo czule na formalny stopien utlenienia atomu. Ponadto, ksztatt widma silnie zalezy
od otoczenia chemicznego badanych atomow: rodzaju atomow sasiadujacych, odleglosci
1 wzajemnych katoéw mi¢dzy wigzaniami chemicznymi.

W eksperymencie XAS, w ktorym wzbudzana jest krawedZ K danego atomu, podczas
pomiaru otrzymuje si¢ widmo energetyczne powstajace w wyniku zapelniania wakancji
w stanie 1s przez elektron z podpowtoki 2p (jest to tzw. linia Ka) lub wyzszej w funkcji energii
wzbudzajacej. Mozliwe wzbudzenia oraz przejscia elektronowe z towarzyszaca emisja
kwantow promieniowania fluorescencyjnego dla atomu z 4 grupy bloku d pokazane sg na Rys.
I1. 1 C. Intensywnos¢ emisji jest wprost proporcjonalna do dostepnych stanéw nieobsadzonych
w atomie. W eksperymencie otrzymuje si¢ wiec zaleznos¢ pomiedzy wspotczynnikiem
ostabienia wigzki u [sz/ gl. a energig E [eV] wiazki padajacej — widmo absorpcyjne.
W zaleznoSci od tego, jaka jest energia padajacych fotondw, mozna wyrézni¢ dwa podstawowe
obszary w widmie rentgenowskim. Struktura przykrawedziowa (ang. X-Ray Absorption Near

Edge Structure, XANES) jest to obszar do okoto 30 - 50 eV powyzej krawedzi absorpcji.
Widmo XANES zawiera informacje na temat:
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1) Stopnia utlenienia badanego typu atomdéw — poprzez potozenie krawedzi absorpciji;

2) Symetrii w bezposrednim otoczeniu chemicznym badanego atomu — poprzez strukturg
przedkrawedziowa;

3) Ligandow — poprzez wptyw orbitali p przytagczonych do atomu na widmo XANES oraz
0g06Iny ksztalt krawedzi absorpciji;

W wielu widmach XANES metali bloku d, 4 grupy Uktadu Okresowego mozna
zaobserwowa¢ matg strukture zlokalizowang przed krawegdzig absorpcji, zwang pikiem
przedkrawedziowym lub prepikiem. Powstaje ona w wyniku przejs¢ elektronowych z orbitalu
1s na orbital 3d, ktore normalnie jest wzbronione. Przej$cia elektronowe odpowiadajgce
za powstanie tej struktury sg opisywane kwadrupolowymi regutami wyboru, dla ktorych
w szczegolnosci A1 = £ 0, 2. W widmie rentgenowskim sg to normalnie przejScia wzbronione.
W strukturach posiadajacych wysoka symetri¢, zachodzi zjawisko hybrydyzacji (mieszania)
orbitali typu d metalu przejsciowego oraz orbitali typu p ligandow. Prowadzi to do obnizenia
symetrii w rejonie atomu metalu, a takze umozliwia przejscia elektronowe, ktore normalnie
bylyby niedozwolone. Warto zaznaczy¢, ze tego typu zjawisko moze zajs¢ tylko jesli orbital
d jest niecatkowicie zapetniony. Dlatego wtasnie widma XAS czystych metali nie posiadaja
piku przedkrawegdziowego. Ponadto, pozwala to tatwo rozrozni¢ na przyklad zwigzki Cu(l)
od Cu(Il) gdyz wystepujaca w zwiazkach miedz Cu(I) posiada konfiguracje elektronowa 3d*°.

Pomigedzy pikami przedkra-

a—— krawedz absorpcji,
przejscie 1s -> 4p

wedziowymi a  gldwnym  pikiem

transfer fadunku,
przejscie 1s -> 4p + LMCT

Kontinuum  ——=  absorpcyjnym odpowiadajagcym
za przejsScie 1s -> 4p (tzw. bialg linig),
w zaleznosci od badanego zwigzku
w widmach XAS mozna zlokalizowac

dodatkowe piki sklasyfikowane jako

pik przedkrawedziowy
przejscie 1s -> 3d

przejécia 1s -> 4p + LMCT (Transfer

Znormalizowana Intensywnosé¢ [j.u.]

Ladunku z Ligandu na Metal, ang.

8975 9000 9025 9350 |ijgand to Metal Charge Transfer,
Energia [eV] L .
Rysunek Il. 2 Struktura widma XANES na przyktadzie LMCT). Po wzbudzeniu i wytworzeniu

CuSOs X 5H20. Zaznaczono piki: przedkrawedziowy, Wakancji  rdzeniowej ~w  atomie

pochodzqcy od ligandu i powiqzany z transferem fadunku  Centralnym, nastepuje relaksacja stanow

oraz krawedz absorpcji, czyli, tzw. biatg linie. Pomiaru walencyjnych tego atomu, ponizej
widma dokonano na wigzce P64, na synchrotronie Petra energii orbitali ligandow. Dzieje sie tak
I11 w Deutsches Elektronen-Synchrotron (DESY). dlatego, ze mniej elektron6w ekranuje
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stany walencyjne 1 ich energia wigzania staje si¢ wigksza. W wyniku wytworzenia wigzan
chemicznych miedzy atomem centralnym a ligandami, nastgpuje transfer elektronow
na bardziej korzystne energetycznie nicobsadzone w pelni stany walencyjne atomu centralnego.
Potozenie piku 1s -> 4p + LMCT na skali energii jest wigc konsekwencjg Zasady Zachowania
Energii. Postugujac si¢ ponownie przyktadem zwiazkow miedzi, piki 1s -> 4p + LMCT wida¢
zarowno dla Cu20 jak i dla CuO, przy czym dla Cu(I) jest znacznie wyrazniejszy, gdyz réznica
energetyczna jest wigksza.

Dokladny sposob wyprowadzenia zaleznoSci teoretycznej na przekrdj czynny,
opisujacy strukture przykrawedziowa widm rentgenowskich zar6wno na gruncie teorii
semiklasycznej, jak i czysto kwantowej, mozna znalez¢ w literaturze. W niniejszej pracy
zostang przedstawione tylko najwazniejsze etapy wyprowadzenia kwantowego na gruncie
mechaniki kwantowej. W kwantowym podej$ciu absorpcja promieniowania sprowadza si¢
do wyznaczenia amplitudy przejScia ze stanu podstawowego do stanu wzbudzonego

opisywanej przez hamiltonian oddziatywania:

Hoaz = _Zi%EA(ri: t)p; +Zi$(§1‘l(ﬁ, t))z (1.1)
gdzie: m — masa elektronu;
e — tadunek elementarny;
¢ — predkos¢ swiatta w prozni.
Wzor (11.1) zawiera dwa wektory: A(r;, t) — operator magnetycznego potencjatu wektorowego
pola promieniowania wzbudzajacego 1 p; — wektor pedu elektronu. W przypadku absorpcji
promieniowania, tylko pierwszy czton réwnania (I1.1), zalezny od A(r;, t)p; ma znaczenie.
Na gruncie mechaniki kwantowej mozna rowniez wyprowadzi¢ doktadne wyrazenie na Ztota
Regule Fermiego, opisujacag amplitud¢ przejécia w zaleznosci od ogodlnej postaci funkcji
zaburzajacej uktad i zaleznej od czasu:
Wan = 2 |(Wrl Hoar 1026 (Ep — E; — ho) (11.2)
gdzie: A =~ 6,582 - 10716 ev- S/rad — stala Diraca;
H, 4, — hamiltonian oddziatywania pola wzbudzajacego z elektronami;
Er — energia stanu koncowego;
E; — energia stanu poczatkowego;
hw = |Ep — E{l;
(Yr| i [;) — funkcje opisujace stan koncowy i poczatkowy.
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Delta Diraca pozwala na spelnienie Zasady Zachowania Energii. W obrazie Heisenberga
(Oddziatywania), amplitude przejscia ze stanu poczatkowego |¥;) w czasie poczatkowym
ti do stanu koncowego |¥r) w czasie koncowym tr definiuje wyrazenie:
Sp1 = (lpFI'U(T»t/‘)ll/)II) (”-3)

gdzie: U(t;, ty) — unitarny operator ewolucji czasowej;

H, — hamiltonian atomu w danym stanie stacjonarnym;

|W11> = ei%tl%)-
Wstawiajac skwnatowang posta¢ pola A(r;, t), zalezng tylko od e™*" do wyrazenia (11.3) i dla
wygody prowadzac obliczenia w Obrazie Oddzialywania, nalezy skorzysta¢ z tzw. przyblizenia
dipolowego. Jest to rozwinigcie cztonu e*¥" do pierwszego cztonu, ktory uwzglednia przejscia
dipolowe. W przypadku, gdy uwzgledni si¢ kolejny czton mozliwy stanie si¢ opis przejs¢
elektrycznych kwadrupolowych. Na koniec, na mocy przyblizenia jednoelektronowego zaktada
sig, ze elektron porusza si¢ w usrednionym potencjale od pozostatych elektrondéw, zatem
sumowanie po stanach koncowych jest skonczone, a przekroj czynny rozpatruje si¢ dla jednego

elektronu:
0 (@)aps = 41a>hw Xl &5 (Welrlp))|” 8(Er — B — ho) (11.3)
gdzie: a ~ 1/ 137 — stala struktury subtelnej;
&1 — czynnik uwzgledniajacy polaryzacje $wiatta padajacego.
Powyzsze wzory w sposob formalny opisuja absorpcj¢ promieniowania rentgenowskiego

i pozwalaja teoretycznie opisa¢ widma XANES.

B. Struktura subtelna powyzej krawedzi absorpcji — EXAFS [10]

W odlegtosci 30 — 50 eV od krawedzi sygnat XANES przechodzi w strukture subtelng
ponad progiem absorpcji (ang. Extended X-Ray Absorption Fine Structure, EXAFS). Pomimo,
ze zarowno XANES jak i EXAFS sg wywotywane tym samym zjawiskiem fizycznym,
to reprezentujg rozne skale odpowiedzi uktadu wzbudzonego. Przej$cie z obszaru XANES
do obszaru EXAFS ma ptynny charakter i zalezy od ilosci dostgpnych standéw struktury
elektronowej atomu absorbujacego. Granica pomiedzy sygnatami XANES i EXAFS jest
pokazana na Rys. Il. 3. W EXAFS-ie, fotoelektron przechodzi do Kontinuum, podczas gdy
w rejonie XANES jest zwigzany W stanie nicobsadzonym powyzej energii Fermiego. Ponadto,

w przypadku EXAFSu, aparat matematyczny jest inny.
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Widmo XAS jest to zalezno§¢ masowego wspotczynnika absorpcji H(E) w funkcji
energii padajacej. Powstaje, gdy elektron rdzeniowy zostaje wybity ze swojego potozenia.
Kiedy energia padajacego promieniowania jest wystarczajaco duza, wybity elektron uwalnia
si¢ z pola oddzialywania atomu i rozprasza na sgsiednich atomach (Rys. II. 3) — mozna
to przedstawi¢, jako wydostanie si¢ elektronu ze studni potencjatu do Kontinuum. W wyniku
interferencji fal elektronowych: powstajacej na atomie wzbudzanym 1 rozproszonej
na sgsiadujgcym atomie, pojawiajg si¢ oscylacje wspotczynnika absorpcji objawiajace si¢ jako
sygnat EXAFS. Oznacza to, iz oscylacje nie bedg zachodzi¢ na atomach swobodnych. Ponadto,
w strukturach periodycznych, jezeli takie same atomy znajduja si¢ W identycznych pozycjach,
sygnat EXAFS ulega wielokrotnemu wzmocnieniu. Sygnat J(E) mozna rozdzieli¢ na sktadowa
tta po(E) oraz sygnat EXAFS y(E), ktory nastepnie mozna zdefiniowac jako:

u(E) = uo(E)(1 + x(E)) (1.4)
Powyzsze wyrazanie mozna porowna¢ do wyrazania opisujacego absorpcje promieniowania X
(I1.3). Ze wzgledu na fakt, iz absorpcja kwantu promieniowania X jest wymuszonym
przejsciem elektronu pomigdzy dwoma stanami kwantowymi, mozna go otrzymac z podej$cia

semiklasycznego, stosujac ponownie tzw. Ztotg Regut¢ Fermiego znang ze wzoru (11.2):
H(E)~8(Ep — E; — ha) (| Hogz [Wr)|? (11.5)
gdzie: u(E) — wspotczynnik absorpcji, wprost proporcjonalny do przekroju czynnego na

absorpcje promieniowania X;
(Y| — opisuje atom w stanie podstawowym oraz kwant promieniowania X;

|Yr) — opisuje atom z wakancja rdzeniowa (dziurg rdzeniowg) oraz fotoelektron.
Funkcja delta Diraca, jak wczesniej, zapewnia zachowanie energii. Na tym etapie pojawia si¢
réznica w zatozeniach teoretycznych miedzy widmami XANES 1 EXAFS. Ze wzgledu na silne
wigzanie elektronéw rdzeniowych, nie s3 one wrazliwe na oddzialywanie otoczenia w tym
sasiednich atomow. Jednakze, w funkcji opisujacej stan koncowy nalezy wyr6ézni¢ wktady
od atomu wzbudzonego i od rozproszonego na sasiednich atomach fotoelektronu jako: [Pg) =
|Wr)o + |4y ). Wstawiajac sfaktoryzowany stan koncowy do rdéwnania II.5, a nastgpnie

rozpisujac je, mozna otrzymac postac:

~ 2 _ _ 0<¢F|Hodz|ll)1>*
.u(E) I(lpIIHodzll:bF)OI 6(EF EI h(‘)) 1+ (lpllHodzlAlpF) |(¢1|H0dz|lpp>o|2 +C.C (”6)

gdzie: * — sprzg¢zenie zespolone;
C.C — sprzezenie zespolone ostatniego wyrazenia w nawiasie.

Przyréwnujac wyrazenia (I1.4) oraz (11.5) otrzyma si¢ zaleznosci:

37



o)~ |(0, | o), | (11.73)
XE)~(,|Hoar| A,) (11.7b)

Pierwszy wzor opisuje oddziatywanie pola z izolowanym atomem, natomiast drugi wzOr
wynika z rozpraszania fotoelektronu na sgsiednich atomach. Hamiltonian oddziatywania H, 4,
wystepujacy we wzorach II. 2 — 1. 4 b mozna opisa¢ jak wczesniej wzorem I1.1. Kolejne
oddziatywania jedno- i dwufotonowe wyprowadza si¢ rozwijajac wyrazenie (II.1) wzgledem
kolejnych poteg A(r;,t). Oddziatywanie elektronu z fotonem jest opisywane przez rachunek
zaburzen I rz¢du zalezny od czasu, proporcjonalny do iloczynu wektorowego 4 - p;, natomiast
pozostate cztony w takim przypadku si¢ zaniedbuje. Aby uprosci¢ pierwszy element wyrazenia
(I.1), nalezy podstawi¢ jawnie postaé skwantowanego operatora A(r;t) zaleznego
od wyrazenia e™*". Scisle zwiazany stan 1s mozna przyblizyé funkcja delta Diraca. Wowczas
zapisujac rOwnanie w postaci catkowej mozna otrzymac:

X(E)~ [dré(r)e®* Ay, (11.8)

Powyzszg funkcje mozna rozumie¢ jako transformate Fouriera jakiej$ funkcji ¢ (k,r =0).

rozpr
Oznacza to réwniez, ze sygnal EXAFS jest proporcjonalny do amplitudy fali rozproszonego
fotoelektronu. Idac dalej i zaktadajac r # 0 1| wyliczajac catke (I1.8) otrzyma sig:

e ikr

P (o) = (1.9)

Jest to fala kulista, ktora zaczyna si¢ w miejscu powstania fotoelektronu. W przypadku

najprostszego modelu rozproszenia, fotoelektron rozproszy si¢ na atomie w odlegtosci R,

a rozproszona fala wroci do atomu poczatkowego, dla ktorego r = 0. Wowczas wymnazajagc w

przestrzeni k przyczynki od poszczegblnych etapdw drogi optycznej fali otrzymujemy:
20~ (k,0) = S [2kf ()eP @] < 1 c.C (11.10)

gdzie: f(k) — funkcja okreslajaca jako$¢ rozpraszania (atomowa amplituda rozpraszania);

o(k) — przesuniecie fazowe miedzy falg padajaca, a rozproszona.

Dziegki temu EXAFS jest metoda czuta na rodzaj sasiednich atoméw. Réwnanie (I1.10) mozna

uprosci¢ wykorzystujac whasnosci liczb zespolonych aby otrzymac:

x (k) =LY sin(2kR + 8(k)) (11.11)

kR?
Warto zwroci¢ uwage na fakt, Zze jest to funkcja rzeczywista. W nastegpnym kroku nalezy
uwzgledni¢ fakt, iz opis teoretyczny powinien uwzgledni¢ wszystkie rozproszenia migdzy
atomem centralnym, a sasiednimi atomami w potozeniach Rj. Oznacza to, iz nalezy uwzglednié¢

liczbe koordynacyjna N wokot atomu absorbujacego. Zadne rozproszenie, nawet w przypadku
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identycznych par atomow, nie bedzie takie samo, ze wzgledu na efekty stochastyczne, na
przyktad drgania termiczne. Uwzglednia si¢ to poprzez dodanie do wzoru (II.11) wyrazen
zawierajgcych wspotczynniki Debye-Wallera o. Ponadto, jezeli atomy wokot absorbera
sg rozne, nalezy wysumowac wszystkie sktadowe rozpraszania pochodzace od kazdego z typow
atoméw. Do tej pory w rozwazaniach uwzgledniane byly tylko rozproszenia elastyczne,
jednakze fotoelektrony moga rozpraszaé¢ si¢ takze nieelastycznie na fononach i elektronach
przewodnictwa. Ponadto zaktadano, iz rozproszony fotoelektron wraca do atomu
poczatkowego zanim ten atom zdazy deekscytowaé do stanu podstawowego (zapelnieniajgc
dziurg rdzeniowa), co nie zawsze jest prawda. Aby uwzglednic ten efekt nalezy zmodyfikowac
funkcje (I1.9), tak by otrzymac ttumiona kulistg funkcje falowa. Czynnik thumiacy A(k), ktory
pojawia si¢ w takim wypadku uwzglednia zarowno rozproszenia nieelastyczne, jak i czas zycia
dziury rdzeniowej. Po uwzglednieniu wszystkich powyzszych poprawek otrzyma si¢ wyrazenie
koncowe zwane rownaniem EXAFS:

—2k26%2 _5R.
NF (e 2k?0§ ~2R;/A(k)

x(k) =Y, — sin(2kR; + &;(k)) (11.12)
J
A
’-\./W\
>
2
ANNNNY EXArS :
)
g
=
WWWWYW m
XANES E
= 0
hv i’rawdopodobiel'lstwo
/\\\__g absorpcji
|/ stan rdzeniowy

Absorber Atom
Rysunek II. 3 Absorpcja rentgenowska z podpowtoki Is. Elektrony 1s znajdujq si¢ na dnie studni

potencjatu. Fotoelektron wybity przez kwant promieniowania X moze roznie zachowaé sie
w zaleznosci od poczqtkowej energii padajgcego promieniowania. Albo pozostanie w polu
oddzialywania atomu (niebieskie tlo), albo zostanie wybity do Kontinuum, gdzie bedzie sie
rozpraszat na sqsiednich atomach i autointerferowal (Zétte to). hv —kwant promieniowania X,

We- - funkcja falowa interferujgcego elektronu. Rysunek na podstawie [10].
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Réwnanie (I11.12) pozwala na wyciagni¢cie kilku wnioskoéw na temat metody pomiarowe;.
Ze wzgledu na obecno$¢ czlonu thumigcego =zaleznego od A(k) oraz odwrotnej
proporcjonalnoéci y(k) od Rj?, wktad do sygnalu EXAFS pochodzi¢ bedzie glownie
od pierwszej oraz czesciowo od drugiej strefy koordynacyjnej wokét atomu. Dodatkowo, jak
pokazano na Rys. II. 3, oscylacje EXAFS zaleza od r6znych czestotliwosci, ktore odpowiadaja
r6znym odleglosciom. Stad analiza sygnalu wymaga zastosowania Transformaty Fouriera.
Wreszcie, aby przy pomocy Transformaty Fouriera poprawnie wyznaczy¢ odlegtosci i liczby
koordynacyjne, wymagana jest dobra znajomos$¢ pozostatych parametrow, w tym fj(k) oraz
0j(K). Te dwa parametry mozna obecnie efektywnie wyznaczy¢ w niemal dowolnym uktadzie
za pomocg metod obliczeniowych ab-initio. Niestety, metoda ta nie ma zastosowania do lekkich
pierwiastkow typu C, N, O, gdyz jak pokazuje wzor (I1.12) oscylacje EXAFS lekkich
pierwiastkOw sa w praktyce nierozroznialne.

Podsumowujac, metoda pomiaru oscylacji EXAFS dostarcza informacji o liczbie

koordynacyjnej, odleglo$ciach i rodzajach najblizszych sasiadéw wokot badanego atomu.

C. Metody pomiaru widm absorpcyjnych [10][11]
Jak juz zostalo opisane, podstawowym zadaniem monochromatora jest wybranie, przy
pomocy warunku Bragga, promieniowania o $cisle okreslonej energii z wigzki wychodzace;j
z magnesu zakrzywiajacego, wigglera, czy undulatora. Po przejsciu przez system luster

uformowana wigzka trafia do komory pomiarowej gdzie oddzialuje z probka. Krytycznym

A P
H
U
K, K,
B Iy |

Detektor

Rysunek Il. 4. Schematyczne przedstawienie uktadow do pomiarow rentgenowskich absorpcyjnych: A —
w modzie transmisyjnym; B — w modZzie fluorescencyjnym. Na Rysunku zaznaczono rowniez obszary

Wigzki pierwotnej Io i rejestrowanej | oraz komory jonizacyjne Ky i K.
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elementem kazdego uktadu eksperymentalnego jest uktad pomiarowy, w tym detektor,
pozwalajace efektywnie wyznaczy¢ widmo promieniowania X, czyli zalezno$¢ u(E).

W spektroskopii rentgenowskiej istniejg trzy kanoniczne metody pomiaru
wspotczynnika u(E). Sa to mody: transmisyjny, fluorescencyjny oraz elektronowy. Mody
transmisyjny i fluorescencyjny sa przedstawione schematycznie na Rys. Il. 4. Najprostszy,
odwolujacy si¢ do elementarnej definicji wspotczynnika absorpcji, jest mod transmisyjny
pokazany na Rys. II. 4 A. W tej metodzie strumien wigzki promieniowania synchrotronowego
mierzy si¢ przy pomocy komor jonizacyjnych przed probka (P,) oraz
po przejSciu promieniowania przez probke (@). Nastepnie na podstawie przeksztatconego
wzoru [.3 przelicza na stosunek intensywnosci:

w(E)d = In (1/10) —InC(E) (11.13)
gdzie C(E) to gtadka, wolno zmienna funkcja definiujgca odpowiedz komor jonizacyjnych,
ktora rutynowo usuwa si¢ z widma eksperymentalnego podczas procedury normalizacji widm,
aby zminimalizowa¢ wklad od otoczenia i uktadu pomiarowego na widmo koncowe. Czuto$¢
pomiaru dokonywanego przy pomocy komar jonizacyjnych maleje wraz ze wzrostem energii
promieniowania X. Dodatkowo, wynik pomiaru uwzglednia zmiany w profilu wigzki padajace;j
powstajace zarOwno przed, jak i po jej przejsciu przez probke, otoczenie probki (np. powietrze),
oraz okna wej$ciowe 1 wyjsciowe obu komor. Latwos¢ interpretacji danych zebranych metoda
transmisyjng wynika z faktu, ze wszystkie czynniki zaktdcajace pomiar zawieraja si¢ w funkcji
C(E), ktéra odseparowuje si¢ poprzez zlogarymowanie rownania 1.3. Metode¢ transmisyjng
stosuje si¢ do probek cienkich, homogenicznych, o statej grubosci. Ponadto, stezenie absorbera
w takiej probce nie powinno by¢ mniejsze niz 10%. Kryterium grubo$ci probki mozna zapisac¢
jako w(E)d = 2.6 [12].

W przypadku gdy w eksperymencie do dyspozycji jest probka niejednorodna, z bardzo
matym (rzgdu ppm) lub bardzo duzym st¢zeniem absorbera (wigcej niz okoto 10 %),
nichomogeniczna, woéwczas mozna zastosowa¢ fluorescencyjny mod pomiarowy [13],
przedstawiony na Rys. Il. 4 B. Widma otrzymane w ten sposob nazywa si¢ widmami catkowitej
fluorescencji (ang. Total Fluorescence Yield, TFY). Jest to metoda znacznie bardziej
skomplikowana, ze wzgledu na stosowane detektory oraz kilka efektow fizycznych
wymagajacych uwzglednienia. W modzie fluorescencyjnym, intensywno$¢ promieniowania
charakterystycznego (fluorescencji) jest wprost proporcjonalna do ilo$ci wybitych elektronow

z danej powtoki elektronowej. W prosty sposdb oznacza to, ze:
I
u(E) ~ f/,0 (11.12)
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Prébka w formie pastylki —— mod fluorescencyjny

—— mod transmisyjny

Prébka w formie roztworu

Znormalizowana Intensywnosé [j.u.]

wodnego
8975 9000 9025 9050 9075 9100
Energia [eV]
T T

9050

Znormalizowana Intensywnos¢ [j.u.]

T T T T
8975 9000 9025 9075 9100

Energia [eV]
Rysunek 1. 5 Widma XANES ftalocyjanianu miedzi (1)

zmierzone w modzie fluorescencyjnym (kolor czarny) oraz

gdzie: Is— intensywno$¢ fluorescencji
rentgenowskiej;

lo — natezenie padajacej
na probke wigzki promieniowania.
Na Rys. IL5 pokazano rdéznice
miedzy widmami rentgenowskimi
tego samego zwigzku, pochodnej

(1,

modzie

ftalocyjanianu miedzi
zmierzonymi w

transmisyjnym i fluorescencyjnym.
Probki byty

w postaci proszku jak i roztworu

mierzone zarOwno

transmisyjnym (kolor czerwony) dla prébki w formie pastylki wodnego oraz obie formy mialy

oraz roztworu wodnego (insert). Dla obu typow prébek . .
%o ( ) yPow b stezenie okoto 50 uM jondéw Cu(ll),

stezenie absorbera nie przekraczato 5 % suchej masy.

o ) ~co w kontekS$cie spektroskopii
Pomiarow dokonano na wigzce XAFCA na synchrotronie
rentgenowskiej mozna  uwazaé
Singapore Synchrotron Light Source w Singapurze dzigki & ]
za  niskie  wartoSci.  Rdznice

uprzejmosci dr Agnieszki Banas.
w otrzymanych widmach pomiedzy

modem transmisyjnym, a modem fluorescencyjnym nie przekroczyty 5 % i stato si¢ tak dzieki
temu, ze stezenie Cu(Il) w probce bylo bardzo niskie. W trakcie oddziatywania z probka,
promieniowanie X moze si¢ rozprasza¢ zaroOwno elastycznie jak 1 nieelastycznie (efekt
Comptona). Ponadto w widmie moga pojawiac si¢ piki pochodzace od innych pierwiastkow
oraz moze by¢ widoczny tzw. efekt samoabsorpcji, ktory dokladniej zostanie omowiony
w nastgpnym paragrafie. Wszystkie te efekty wptywaja negatywnie na stosunek sygnalu
do szumu, co wyraznie wida¢ na Rys. II. 5. Geometria uktadu w pomiarze fluorescencyjnym
jest inna niz w pomiarze transmisyjnym: zar6wno wigzka padajaca, jak 1 detektor rejestrujacy
promieniowanie charakterystyczne sg ustawione pod katem 45° do probki i jednocze$nie 90°
wzgledem siebie (Rys. II. 4 B). Jest to spowodowane faktem iz rozpraszanie elastyczne nie jest
izotropowe, lecz zalezy silnie od kata brylowego.

W przypadku rozpraszania elastycznego nie ma transferu energii, a wynik w postaci
rozniczkowego przekroju czynnego jest proporcjonalny do Transformaty Fouriera ggstosci
elektronowej. W rozpraszaniu nieelastycznym zachodzi transfer energii pomigdzy fotonem,
a elektronami. Jednakze przy odpowiednio duzej energii padajacej fali, mozna zaniedbaé

roznice pomiedzy energig tej fali, a fali rozproszonej wynikajaca z transferu energii. Ponadto
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dla wysokich energii, catkowity rozniczkowy przekrdj czynny w tym podejsciu jest identyczny
jak w podejsciu semiklasycznym 1 rowny przekrojowi Thompsona dla punktowego

swobodnego elektronu o liczbie masowej Z:

2 = ZrZsin?6 (11.15)

Bardziej praktyczne podejscie w przypadku projektowania eksperymentu z zastosowaniem
Promieniowania Synchrotronowego ma wyprowadzony w 1926 roku na gruncie kwantowej

elektrodynamiki wzér Kleina-Nishiny [14]:

do _ a?#? (ﬂ)z [2+2 — sin?9] (11.16)

dn ~ 8m2cz\ 1

gdzie: a =~ 1/ 137 — stala struktury subtelnej;
h~ 658210716 eV~ S/rad — stata Diraka;

m — masa spoczynkowa elektronu;

¢ — predkos¢ swiatta w prozni;

A oraz 2’ —kolejno dtugosci fal padajacej i rozproszone;.
W przypadku nierelatywistycznym, gdy energia promieniowania padajacego jest duzo wigksza
od mc, wzor (11.16) redukuje si¢ do klasycznego przekroju czynnego Thompsona. Dla wysokich
energii, takich jak promieniowanie X, wzor (11.16) redukuje si¢ do znanego wyrazenia
na rozpraszanie Comptona. Wida¢ wigc, ze w zakresie energetycznym promieniowania X i przy
liniowej polaryzacji §wiatta padajacego, wktad elastyczny do rozpraszania jest zaniedbywalny.
Najwazniejszym wnioskiem ptynacym z wzoru (I1.16) jest fakt, iz umieszczajac detektor pod
katem 90° wzgledem wiazki padajacej, otrzymuje si¢ minimalne rozpraszanie albowiem, jak
pokazuje wzor (I1.15), przekrdj czynny na rozpraszanie 0sigga minimum.

Kolejnym czynnikiem, waznym w trakcie pomiaréw fluorescencyjnych, jest
wyeliminowanie wktadu do widm od innych pierwiastkow. W tym celu na drodze optycznej
promieniowania charakterystycznego umieszcza si¢ odpowiednie filtry. Sa to najczgsciej
cienkie folie zbudowane z pierwiastka o liczbie atomowej Z — 1 wzgledem badanego
w eksperymencie pierwiastka. Dodatkowo, do rejestracji fluorescencji rentgenowskiej mozna
uzy¢ wysokorozdzielczych detektorow potprzewodnikowych: krzemowych lub germanowych.
Pozwalaja one na wybor niewielkiego zakresu energetycznego sposrdd catego spektrum
1 wykonanie pomiaru z wysoka zdolnos$cig rozdzielcza. Dodatkowo, ze wzgledu na duzy kat
brylowy, z ktdrego detektory zbierajg kwanty promieniowania fluorescencyjnego, sg one czute
i mozna je stosowac do probek o stezeniach rzedu ppm. Wadami takiego rozwigzania sg: nieco

wyzszy stosunek sygnalu do szumu niz w pomiarach transmisyjnych, tzw. czas martwy
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detektora, wigkszy stopien skomplikowania budowy i utrzymania dziatania uktadu
pomiarowego wzgledem detektorow scyntylacyjnych oraz licznikow opartych o zjawisko
jonizacji gazu. Czas martwy detektora jest to minimalny czas, jaki musi uptyna¢, aby detektor
mogt zarejestrowac kolejne zdarzenie. W przypadku, gdy informacja dociera w krétszym czasie
niz elektronika moze ja przetworzyé, detektor ulega zjawisku saturacji. Detektory
polprzewodnikowe ze wzgledu na swoja skomplikowang budowe wymagaja wigkszej ilosci
dodatkowej elektroniki do przetwarzania sygnatu. Dodatkowo, wyzszy stosunek sygnatlu
do szumu mozna obnizy¢, chtodzac detektory przy uzyciu ciektego azotu.

Trzecig metodg pomiaru Wspotezynnika u(E) jest pomiar elektronéw wtérnych oraz
catkowitego pradu z probki. Zjawisko zachodzi, gdy elektron relaksujacy ze stanu
wzbudzonego, moze przekaza¢ cze$¢ swojej energii na inne elektrony. Jezeli taki przekaz
nastgpi W rejonie bliskim powierzchni probki, wowczas elektrony te moga one zostaé
wyemitowane. Ta technika wymagaja jednak specyficznych probek, ktore w szczegdlnosci
muszg dobrze przewodzi¢ prad elektryczny. Ze wzgledu na fakt, iz w niniejszej pracy badane
byly gtéwnie prébki biochemiczne lub modele uktadéw biologicznych, technika pomiaru widm
XAS oparta na rejestrowaniu elektronéw wtérnych nie byta stosowana w trakcie zbierania

danych zawartych w niniejszej Pracy i nie b¢dzie dalej omawiana.

D. Efekt samoabsorpcji [15]

Najczgséciej spotykanym rodzajem badanych probek sa probki zbyt grube lub
niewystarczajaco homogeniczne, aby moc wykona¢ pomiar transmisyjny. W takim przypadku
wykonuje si¢ pomiar w modzie fluorescencyjnym. W trakcie eksperymentu wigzka padajaca
wzbudza fluorescencje rentgenowska W calej objetosci, w ktorej oddziatuje z probkg. Kwanty
promieniowania charakterystycznego roéwniez muszg pokonac okreslong objetos¢ probki, aby
zosta¢ zarejestrowane w detektorze. Wowczas moze doj$¢ do dwoch zjawisk zmieniajacych
zarejestrowang koncowa liczbg kwantow fluorescencji promieniowania charakterystycznego.
Po pierwsze, wyemitowana w trakcie oddzialywania z wigzka pierwotng fluorescencja moze
zosta¢ zaabsorbowana ponownie przez probke. Jednakze ten efekt nie zalezy od energii
promieniowania wzbudzajacego 1 nie zmienia ksztaltu oraz wzglednej wysokosci pikow
w widmie absorpcyjnym [16]. Drugim efektem jest tzw. efekt samoabsorpcji [17,18], ktory
ma nieliniowy wpltyw na poszczegdlne fragmenty widma rentgenowskiego, co prowadzi
do znieksztalcenia sygnatu. Fizycznie, wynika on z faktu, iz promieniowanie X wnika w probke
na rézng glebokos¢ w zaleznosci od energii. Jak wiadomo, najbardziej absorbowane jest

promieniowanie 0 energii odpowiadajacej krawedzi absorpcji, zatem w tym zakresie
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ZnSO, X 5H,0, C,=0.25 % energetycznym promieniowanie wnika

ZnS0, x 5H,0, C,, = 1.00 %

T ZnSO,x5H0,C,=250% najptycej w probke. Co za tym idzie,

——ZnS0, x 5 H,0, C, = 5.00 %
——ZnS0, x 5H,0, C, = 7.50 % .. . . ., y11c :

2050, x5 H.0,C. = 10.00% zmniejsza si¢ objeto$¢ probki, jaka ulega
——ZnS0, x 5 H,0, C, = 15.00 %

—— 2180, X SH0, C,;=2000% wzbudzeniu i tym samym mnigj

—— skorygowane widmo dla C, = 0.25 %

promieniowania charakterystycznego

zostaje wyemitowane. Natomiast,

promieniowanie 0 energii spoza obszaru
J krawedzi  absorpcji  wnika  glebiej
os0 900 970 980w probke, gdyz jest stabiej absorbowane.

Energia [eV]
Rysunek 11. 6 Widma XANES ZnSO4 x 5H;0 zmierzone

Znormalizowana Intensywnos¢ [j.u.]

W sumie, silna absorpcja promieniowania

w modzie fluorescencyjunym dla probki o grubosci X w poblizu krawedzi absorpcji powoduje

1 mm, w formie pastylki zawierajgcej rozne stezenia lokalne deformacje widm absorpcyjnych.
zwigzku w zakresie od 0.25 % do 20 %. Wyniki Jak pokazano na Rys. IL. 6 na przyktadzie
poréownano do sygnatu skorygowanego ze wzgledu 2ZnSOs X 5H20, znieksztalcenia widm
na efekt samoabsorpcji w programie Athena, przy s szczegdlnie widoczne dla duzych
uzyciu algorytmu FLUO. Pomiarow dokonano stezen absorberow.

na wigzce P64 na synchrotronie Petra Il w Deutsches W  praktyce  opis

Elektronen-Synchrotron (DESY).

sygnatu
fluorescencyjnego oparty na wzorze
(11.14) jest znacznym uproszczeniem.
Przede wszystkim nie uwzglednia on wspomnianego wyzej czynnika jakim jest oddziatywanie
wigzki z probka na calej drodze promieniowania oraz faktu, iz intensywno$¢ wigzki
promieniowania padajacego maleje, gdy kwant zostaje zaabsorbowany lub rozproszony przez
elektron. Rownoczesnie, intensywno$¢ promieniowania charakterystycznego ros$nie. Aby
uwzglednic te efekty, za [18] mozna przyja¢ model oddziatywania opisany na Rys. II. 7 oraz
w obliczeniach ponizej. Rysunek Rys. II. 7 przedstawia doktadny schemat pomiaru

fluorescencyjnego wspotczynnika u(E), ktory uwzglednia wymienione wyzej efekty oraz fakt,
1z fluorescencja rentgenowska moze by¢ rejestrowana tylko w okreslonym kacie brytlowym f—n.

Zaktadajac, ze promieniowanie rentgenowskie 0 intensywnosci lo pada na probke pod katem
6o, wowczas moze wnikna¢ do probki na glebokos¢ Z. Sygnat fluorescencyjny It z fragmentu
probki o grubosci dz mozna opisaé jako:

4
i e—#e(Ef)W

sinfg

V4
I (B)dz = () loe " %0er (E)ue () (117)
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gdzie: u.(E) — calkowity wspotczynnik absorpcji, uwzgledniajagcy zarowno wkiad
od wpdtczynnika absorpcji dla danej krawedzi absorpcji p, (E) oraz wkiad
od pozostatych atomow;
E — energia wigzki padajacej;
E; —energia fluorescencji rentgenowskiej;
U (E) — wspdtczynnik absorpcji promieniowania o energii E;
Ue (Ef) — wspotczynnik absorpcji promieniowania charakterystycznego;
g¢(E) — prawdopodobienstwo zaniku wakancji rdzeniowej poprzez proces radiacyjny
(fluorescencje rentgenowska);
6 — kat detekcji promieniowania charakterystycznego.
Zjawisko fluorescencji rentgenowskiej moze zachodzi¢ tylko wtedy, gdy energia wigzki
padajacej jest w poblizu lub powyzej krawedzi absorpcji, podobnie zjawisko samoabsorpcji.
Wyrazenie (I1.17) ma zastosowanie tylko do znormalizowanych widm absorpcyjnych. Trzy
wyrdznione elementy w réwnaniu (I1.17) kolorami niebieskim, zo6ttym 1 zielonym opisuja
kolejno: intensywno$¢ promieniowania padajacego o energii E na glebokosci Z, efektywna
droge optyczng fotonu na infinitezymalnym odcinku probki o grubosci dz przy zatozeniu jej
lokalnej jednorodnosci oraz liczbe fotondw o energii Er, ktore powstaty na glt¢bokos$ci Z. Aby
otrzymac¢ catkowity sygnal fluorescencyjny jaki wydostaje si¢ z probki w kacie brylowym 40_11

nalezy rownanie (I1.17) scatkowac po catkowitej grubosci probki. Wowczas:

_ sinfg\ Z
(E) = 2y —Eue® |y (mewrmeler i i (11.18)
4T Mt(E)+#e(Ef)sin6;

W duzej czesci przypadkow badane probki sa nieprzenikliwe dla monochromatycznej wiazki
o energii zblizonej do krawedzi absorpcji. Innymi stowy, taka probka moze by¢ rozpatrywana
jako ,,nieskonczenie” gruba, wobec czego u(E)Z > 1. Pozwala to zaniedba¢ czynnik
eksponencjalny w wyrazeniu (I1.18). Otrzymuje si¢ wtedy:

LB _ 2 () —te® (11.19)

=& sinfg
Io am we(E)+ue(Ef) 5

Ponadto, w typowym eksperymencie absorpcyjnym w geometrii fluorescencyjnej, oba katy: 6,
oraz 6y wynoszg 45 ° tak, jak na Rysunkach II. 4 A i1l 7. Jezeli dodatkowo st¢zenie absorbera
jest wystarczajagco duze, mozna zatozy¢, ze wkiad do u;(E) od tta jest pomijalny
i u;(E) = u.(E). Wraz z rosnacg energia, dla pewnej energii powyzej krawedzi absorpciji,
w rejonie EXAFS dochodzi do sytuacji gdy u.(E) > u, (Ef) co prowadzi do niemal statego
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17(E)
0

wyrazenia na we wzorze (11.19). W efekcie, gwaltowne zmiany udziatu ue(Ef)

w zalezno$ci od energii prowadzg do niejednorodnego zmniejszenia intensywnosci pikow
widm XANES oraz ttumienia oscylacji EXAFS, co w efekcie moze prowadzi¢ do znaczacych
niepewnos$ci przy wyznaczaniu liczb koordynacyjnych.

W praktyce efekt samoabsorpcji wystgpuje zawsze,

DENENL_N gdy ma si¢ do czynienia z widmami XAS zmierzonymi
w modzie fluorescencyjnym. Jednakze mozna zmniejszy¢
skale tego zjawiska, poprzez odpowiednig preparatyke
probki oraz dobranie warunkdéw eksperymentu. Przy
odpowiednio cienkiej probce, spekniajacej zatozenie
u:(E)Z « 1, w standardowej geometrii fluorescencyjnej,
réwnanie (I1.19) mozna zapisa¢ jako:

If(E) _ 0

T = EEf(E),Lle(E)Z (”20)

gdzie eksponenta we wzorze (11.18) zostata rozwinigta

w szereg Taylora. Z kolei rozcienczajac probke, zwigksza

si¢ udziat tha w wspotczynniku absorpcji u, (E), ktory staje

S,
dz si¢ dominujacy w rownaniu (I1.19). Rownoczesnie, mozna

Rysunek I1. 7 Schemat eksperymentu dokonywa¢ detekcji fluorescencji rentgenowskiej pod

rzeprowadzanego w  geometrii
preep J g bardzo matymi katami, co prowadzi do zmniejszenia kata
fluorescencyjnej z uwzglednieniem ) ) ) ) )
N ¢, czyli rowniez wartosci sinfy. W efekcie, czynnik
efektu samoabsorpcji.

2 w réwnaniu (11.19) silnie wzrasta. Ze wzgledu

sin6
ian

te (Ey ) s
na konieczno$¢ zachowania bardzo matych katéw w takim eksperymencie wymagana jest
idealnie  gladka powierzchnia probki. Ponadto przy malym kacie detekcji

w widmie fluorescencyjnym detektor widzi bardzo matly kat brylowy, co przektada si¢

na zdecydowanie nizsza czuto$¢ takiego pomiaru [18].
I1. 2 Spektroskopia Emisyjna Promieniowania Rentgenowskiego

A. Spektroskopia Emisyjna Promieniowania X [19]
Wiazka promieniowania X, w szczegolnosci monochromatyczna, padajgc na probke
moze zosta¢ zaabsorbowana, jezeli jej energia odpowiada energiom wigzania elektronow

na poszczegolnych orbitalach. Zjawisko to zostalo opisane w paragrafie Spektroskopia
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KB1s KBy absorpcyjna promieniowania
rentgenowskiego. W trakcie eksperymentu
XAS, w zaleznosci od energii wigzki
padajagcej badana jest liczba przejsé
elektronowych na stany nieobsadzone

Intensywnosé [j.u.]

Kp atomu lub do Kontinuum. Jezeli jednak
przy stalej energii padajacego

promieniowania zbada si¢ pewien zakres

7025 7050 1075 Ti00 72 715 €nergetyczny emitowanej intensywnosci

Energia [eV] fluorescencji rentgenowskiej, to otrzyma
Rysunek Il. 8 Nierezonansowe widmo XES dla a-

o si¢ zupelie inng informacj¢ o ukladzie.
Fe>xO0s. Pokazano obszar energetyczny obejmujgcy

piki Kpis oraz obszar walencyjny (piki Kpos). Tego typu widmo, Zmierzone

Ponadto widoczne sq piki satelitarne KB’ i KB". % odpowiednia rozdzielezoscia

Widmo otrzymano na wigzce SuperXAS (10XDA) w €ne€rgetycznag — nazywane jest widmem
Swiss Light Source, Paul Scherrer Instituit w €misyjnym promieniowania X. Zawiera
Szwajcarii za pomocq dyspersyjnego spektrometru w 0Nno informacj¢ o elektronowych stanach
geometrii von Hamosa. obsadzonych badanego uktadu.

Spektroskopia Emisyjna Promieniowania X
jest to wigc metoda uzupehiajaca do metody XAS w kontek$cie informacji o stanie
elektronowym uktadu. Widmo emisyjne zawiera struktury, ktéore mozna przyporzadkowaé do
przejs¢ pokazanych na Rys. II. 1 C. Wszystkie przejscia elektronowe zachodza jednoczesnie, a
roznica w intensywnosci pikéw w trakcie eksperymentu wynika z rdznego
prawdopodobienstwa zajscia przejscia (naktadajacych sie funkcji falowych). W zwiazku z tym
do pomiaru widma uzywa si¢ spektrometrow dyspersyjnych pozwalajacych oddzieli¢ wktad od
kazdej linii emisyjnej ze wzgledu na jej energi¢. Przyktadowe widmo emisyjne Fe dla hematytu,
reprezentujgcego metale typu 3d, pokazano na Rys. II. 8. Pominigto tam jedynie linie emisyjne
Kas oraz Kay, gdyz sg to przejscia dipolowe ze standw 2pss2 i 2p12 na stany 1s o bardzo duzej
intensywnos$ci. Umozliwiajag one dokonanie uproszczonego opisu stanéw poczatkowych 1
koncowych. Linia Kaa zawiera informacje o spinach w badanym uktadzie, jest czula na zmiany
catkowitego spinu [20,21], zawiera dominujacy wktad od sprzezenia spin-orbita dla stanu 2p.
Stosunek intensywnosci Koai/Kaz roéwny okoto 2 odpowiada stosunkowi stanow
wysokospinowych do niskospinowych [21] (4 elektrony 2ps;2 i 2 elektrony 2p12). Kazdy z
pikbw widma KB XES na Rys. Il. 8 zawiera inne informacje na temat stanu elektronowego

badanego uktadu [22-24]. Widmo KB XES pozwala migdzy innymi na zidentyfikowanie
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rodzaju, hybrydyzacji oraz protonacji ligandéw [24,25]. Linie gtéwne KB’ oraz Kpi3
sg charakteryzowane przez przejscia dipolowe ze standw 3p na stany 1S i sg wrazliwe na
obecno$¢ niesparowanych elektronow na orbitalach 3d metali oraz na stopien utlenienia atomu
metalu typu 3d [24,26]. Pik KB’ zawiera wktady od jednolicie spolaryzowanej frakcji spindw
elektronowych na stanach walencyjnych metalu i pozwala rozr6zni¢ mi¢dzy sobg poszczegolne
stany spinowe badanej struktury elektronowej [21]. Ponadto, pik KB’ jest czuly
na oddziatywania, ktore wplywajg na zmiang catkowitego spinu metalu [24], a takze na transfer
tadunku [26]. Rozszczepienie mi¢dzy pikami K1, a KBs3jest dla przyktadu zelaza na Rys. II. 8
niewidoczne, gdyz oba przejscia maja energi¢ 7089,3 eV. Aby moéc rozréznié te linie, roznica
w potozeniu energetycznym obu przej$¢ musiataby by¢ wigksza niz ich energetyczna szerokos¢
stanu (ok. 1,4 eV). Jest to mozliwe dopiero dla atomow ciezszych od Zn. Rozszczepienie
pomiegdzy pikami K13 oraz KB* wynika glownie ze skali oddziatywania wymiennego mig¢dzy
stanami 3p i 3d w stanie koncowym [21,27], a z kolei to oddzialywanie wynika z obecnosci
niezerowego spinu na stanach 3d. Ponadto, linia K13 zawiera wktad od rozszczepienia spin-
orbita stanu 3p [25,28]. Jednoczesnie te przejscia sa mniej wrazliwe na inne efekty zwigzane
z otoczeniem chemicznym atomu niz linie KB251 KB’’ znajdujace si¢ w czeéci walencyjne;j
widma XES. Region wysokoenergetyczny widma emisyjnego to przej$cia walencyjne (ang.
Valence-to-core, v2c¢), ktore znajdujg si¢ tuz ponizej energii Fermiego. Dla metali typu 3d, piki
KB25 sa rzadzone dipolowymi regutami wyboru, odpowiadaja przejsciom z orbitali
walencyjnych ligandow typu p na stany 1s metalu [24,28]. Dzig¢ki mieszaniu si¢ orbitali 3d
badanego metalu i orbitali typu p ligandéw, mozliwe stajg si¢ zabronione przej$cia 3d -> 1s
(7130 eV na Rys. Il. 8) [24]. Z kolei satelitarnemu pikowi KpB’’ przypisane jest przejscie
z orbitalu 2s ligandu na orbital 1 s metalu [24]. Jest ono mozliwie tylko wtedy, gdy podobnie
jak w przypadku piku przedkrawedziowego, nastgpuje mieszanie si¢ stanéw typu d metalu
ze stanami typu s ligandu, umozliwiajac przej$cie elektronowe. Niska intensywnos$¢ linii
satelitarnych Kf25 1 KB’” wynika z bardzo matego naktadania si¢ funkcji falowych stanéw 1s
i walencyjnych. Ponadto, silnie zalezy od dtugos$ci wigzan chemicznych miedzy metalem
a ligandami. Analiza pochodzenia linii  emisyjnych, w  szczegélnosci Kp’
1 KB”’, wymaga zastosowania obliczen ab-inito metodami Teorii Funkcjonatu Gestosci (ang.
Density Functional Theorem, DFT) lub formalizmu catkowitego wielokrotnego rozpraszania
(ang. Full Multiple Scattering, FMS). Ponadto, w obecnosci linii satelitarnych w widmie Kf
XES kryje si¢ ogromna przewaga metody XES nad EXAFS: pozwala ona w jednoznaczny

sposob rozrozni¢ nawet lekkie ligandy wokot metalu na podstawie obecnosci piku KB’ [27].
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Podstawowym ograniczeniem metody XES jest konieczno$¢ zastosowania
spektrometrow dyspersyjnych z krysztatem analizujgcym. Nawet wowczas, gdy pomiar jest
dokonywany przy pomocy perfekcyjnych krysztatow analizujgcych, to wynik jest ograniczony
przez efekty geometryczne spektrometru oraz przez czasy zycia wakancji rdzeniowych.
Dodatkowo, intensywno$¢ sygnatu, szczeg6lnie w rejonie pikow KB1,31 K25, jest bardzo niska
w poroéwnaniu do sygnalu otrzymywanego na liniach Kai,2. Wymaga to dtuzszych pomiaréw
oraz warunkow eksperymentalnych mozliwie jak najbardziej zmniejszajacych uszkodzenia
radiacyjne. Zastosowanic wigzek Promieniowania Synchrotronowego 0 wysokiej
intensywnosci, pozwala rozwigza¢ wickszos$¢ probleméw zwigzanych z matg intensywnos$cia
przej$¢ w wysokoenergetycznym rejonie widm emisyjnych oraz pozwala znacznie poprawi¢

rozdzielczo$¢ pomiaru poprzez wykonywanie pomiardw rezonansowych.

B. Spektroskopia Rezonansowej Emisji Rentgenowskiej [19,29,30]

Poprzednio, na gruncie mechaniki kwantowej opisane zostaty pierwszorzgdowe efekty
oddzialywania promieniowania elektromagnetycznego z elektronami w atomach. W dalszej
czeSci rozdzialu przyblizony zostanie wzoOr Kramersa—Heisenberga (KH). Pozwala
on w jednorodny sposob opisac teoretycznie oddzialtywania takie jak rozpraszanie Comptona,
Rayleigha, nieelastyczne i rezonansowa emisj¢ promieniowania X (ang. Resonant X-ray
Emission Spectroscopy, RXES).

Wykorzystujac Hamiltonian oddziatywania (I1.1) mozna wykona¢ rachunek
perturbacyjny zalezny od czasu [31]. Zaburzenie wywoluje przejscia miedzy stanami wlasnymi
uktadu. W przypadku metody RXES 1 rownania KH, oddzialywanie nast¢puje pomigdzy polem
elektromagnetycznym i elektronem, a zaburzeniem jest caty hamiltonian oddziatywania (IL.1).
Zaréwno w stanie poczatkowym, jak i koncowym obecne sg elektron i foton jednakze w trakcie
oddziatywania nastepuje przekaz energii, p¢du oraz zmiana kierunku fali elektromagnetyczne;.

Ponadto, wzbudzenie zachodzi poprzez stany posrednie [n). Prawdopodobienstwo wystapienia

stanu posredniego |n) opisanego funkcjg falowa |1/)n), maleje z czasem jak e_l;_;:t, gdzie I,
oznacza szeroko$¢ tego stanu, zalezng od jego czasu zycia?. Po wykonaniu rachunku zaburzen
II rzedu zaleznego od czasu z uwzglednieniem standw |n), wykorzystujac Ztotg Regute
Fermiego, mozna wyznaczy¢ rézniczkowy przekroj czynny. Wowczas otrzyma si¢ rownanie

KH, wyrazajace rozniczkowy przekrdj czynny na oddzialywanie fotondw z elektronami:

, gdzie 7,, oznacza czas zycia stanu |n) .

e
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 — czegstos¢ kotowa promieniowania padajacego;

o’ — czesto$¢ kotowa promieniowania rozproszonego;

& —wersor kierunkowy polaryzacji fali promieniowania padajacego;

¢’ —wersor kierunkowy polaryzacji fali promieniowania rozproszonego;

Or ; — delta Kroneckera zapisana dla stanow poczatkowych (1) i koncowych (F);

m — masa spoczynkowa elektronu;

|3,) — funkcja falowa stanu poczatkowego;

(Y| — funkcja falowa stanu koncowego;

|1,) — funkcja falowa stanu posredniego;

E; — energia stanu poczatkowego;

E,, —energia stanu koncowego.
Rownanie (11.21) przedstawia pelny wzor Kramersa-Heisenberga [32]. Powyzsze wyrazenie
jest podstawa do analizy teoretycznej wielu eksperymentow. Opisuje on teoretycznie
doswiadczenia typu Wysokorozdzielczej Pozarezonansowej Spektroskopii Rentgenowskiej
(ang. High Resolution Off-Resonant Spectroscopy, HEROS) [33] oraz Rezonansowego
Elastycznego Rozpraszania Promieniowania X [34], ktore jednak nie jest przedmiotem
niniejszej rozprawy.

Spektroskopia Rezonansowego Nieelastycznego Rozpraszania Promieniowania X (ang.
Resonant Inelastic X-Ray Scattering, RIXS) [19],[35],[36] lub inaczej Spektroskopia
Rezonansowej Emisji Rentgenowskiej [19],[29],[30], jest to metoda zachowujgca bilans
fotonéw, zwana w jezyku angielskim photon-in photon-out spectroscopy. Oznacza to,
ze ta metodg z punktu widzenia teoretycznego mozna traktowac jak rozpraszanie oraz jak
konwolucje absorpcji oraz emisji promieniowania X. Slowo ,rezonansowa” oznacza
w praktyce, ze wzbudzenie elektronow rdzeniowych nastgpuje na stany zwigzane powyzej
energii Fermiego, w poblizu krawedzi absorpcji. Klasyczny nierezonansowy XES (nXES) jest
to z kolei wzbudzenie elektronéw rdzeniowych do Kontinuum. W takim przypadku widmo
emisyjne nie zalezy w zaden sposob od energii wzbudzenia. Dodatkowo w przypadku RXES
proces deekscytacji wakancji rdzeniowej nastepuje natychmiast, co rozni t¢ metode
od ,klasycznej” nXES. Wydawaloby sie, ze jako efekt optyczny II rzedu, a wartosci
bezwzgledne przekrojow czynnych dla RXES sg znacznie nizsze niz dla XAS czy XES. Zaleza

51



one bowiem od czynnika ro?, natomiast XAS i nXES sg proporcjonalne do a2 [11]. Tymczasem,
we wzorze (11.21) w nawiasie znajdujg si¢ kolejno trzy cztony: rozpraszanie Thomsona, cztony
rezonansowy i nierezonansowy. Rozpraszanie Thomsona mozna wyeliminowa¢ dobierajac
odpowiednio geometri¢ uktadu: dla kata 90° pomiedzy wigzka padajaca i detektorem, czynnik
e+ &' zaniknie. Zakladajac energi¢ wigzki padajacej w poblizu krawedzi absorpcji, mozna
poming¢ czlony nierezonansowe, gdyz ich amplituda jest rzedu ro, podczas gdy amplituda
cztonu rezonansowego jest rzedu dhugosci fali A(w) (10°° A) [32]. Wéwczas, przy zalozeniu
wzajemne] ortogonalnosci standw poczatkowego, koncowego oraz przejSciowych mozna
otrzyma¢ wyrazenie opisujace przekrd] czynny opisujagcy rezonansowe rozpraszanie

promieniowania X w sposob analityczny [33,37]:

dgy In
w_'(w1s—wnp)‘9np—>15(w1s+w”)dw,f ) p/zh

w v N2 (T1s)? oo n2, (Tnp
(w1s+0"—w)?=( 3> (w-wpp-w'" -w') +(_2h )

do(w)
dw!

=2nrg [ zdw" (11.22)

gdzie: A wy | hwy, — energie stanu podstawowego i koficowego;
Ziwl Zw’ —energie wigzki padajgcej i rozproszonej;
J1s-np — funkcja opisujgca prawdopodobienstwo przejs¢ (site oscylatora) migdzy
stanami koncowymi a poczatkowymi ( zapelnienie wakancji rdzeniowej);

dgis

o funkcja opisujaca prawdopodobienstwo wzbudzenia atomu w procesie absorpcji;

I — czas zycia dziury rdzeniowe;.
Indeks np oznacza n-ty orbital typu p, przy czym n = 2, 3 lub 4. Skonczony czas zycia stanow
koncowych I3, jest uwzgledniony w drugim cztonie pod catkg w réwnaniu (I1.22) jako profil
funkcji Lorentza. W idealnym przypadku, profil Lorentza we wzorze (11.22) mozna zastgpié

funkcja delta Diraca [37], ktOra gwarantuje zachowanie energii:

dgis

0. §(w — wpp — " —w')dw”  (11.23)

do(w) 2 2 fw_’(wls_wnp)gnpals(wls‘Fw”)
- 0

dw’ " I1s5)?
(wls+w —w)z—(z—hs)

Jej obecno$¢ wynika m. in. z przejs$cia z opisu kwantowego (I11.21) do (11.22-23) i opisuje stany
koncowe. Jak wida¢ z powyzszego wzorl, czasy zycia stanu podstawowego 1 wzbudzonego
sg ze sobg $cisle powigzane. Stan przejsciowy w RXES, oznaczony we wzorze (11.21) jako |1/)n),
jest jednoczesnie stanem koncowym dla XAS, co oznacza, ze wynik eksperymentu zawiera
zaro6wno informacj¢ o stanach obsadzonych jak i nieobsadzonych badanego atomu.

Poniewaz przekro6j czynny zalezy od energii padajacej oraz od energii emisji, uktady
pomiarowe konstruuje si¢ tak, aby moc jednoczes$nie zbiera¢ sygnaty XAS i XES. W takim
doswiadczeniu  skanuje si¢ probke monochromatyczng wigzka Promieniowania

Synchrotronowego 0 zmiennej energii, prowadzac akwizycj¢ fluorescencji rentgenowskiej
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za pomoca dyspersyjnego uktadu pomiarowego. Wowczas wynik otrzymywany jest w postaci
dwuwymiarowej mapy RXES zmierzonej przy krawedzi absorpcji, na przyktad tak, jak
pokazano na Rys. Il. 9 A dla pomiaru w obszarze krawedzi K zelaza w a-Fe2O3. W czesci
emisyjnej obszar pomiaru obejmowat piki Kf13 oraz Kf5, natomiast w czes$ci absorpcyjnej
obszar XANES widma absorpcyjnego. Na mapie =zaznaczono rowniez wszystkie
charakterystyczne obszary: wspomniane piki Kf1,3 oraz K25, pik przedkrawedziowy, region
walencyjny, pik elastyczny, oraz wyszczegdlniono obszary mapy, w ktérych widmo XES ma
cechy pozarezonansowego (HEROS), rezonansowego i nierezonansowego. Pik elastyczny
powstaje, gdy rozpraszanie zachodzi bez transferu energii, zatem wykorzystuje si¢
go w kalibracji energetycznej map. Aby otrzyma¢ widmo XAS nalezy scatkowac
intensywnosci fluorescencji z wybranego zakresu widm emisyjnych wzdtuz energii padajace;.
Z kolei, aby wyznaczy¢ widmo XES nalezy scalkowaé intensywnosci fluorescencji dla
wybranego zakresu energii padajacych wzdtuz energii emisji.

Catkowite poszerzenie widm [, wynika ze skonczonego czasu zycia stanow
poczatkowego I7s1 koncowego [, Oraz poszerzenia aparaturowego i szeroko$ci wigzki
padajgcej. Poszerzenie Iy, na ktore sktadajg si¢ wartosci I35 i I}, mozna zgodnie z Zasadg

Nieoznaczonosci Heisenberga wyznaczy¢ jako:

LA L (11.24)

I'n Ins Inp

Oznacza to, ze pomiar energii przej$cia miedzy stanami 1s i np bedzie obarczony niepewnoscia

o wartosci AE = ri Dla szerokosci AE = 1 eV, wartos¢ Iy odpowiada niepewnosci 0,66 fs.
N

Rozktad energetyczny fotondw w danym przejsciu ma charakter funkcji Lorentza o szerokos$ci
rownej AE, a warto$¢ Iy nazywa si¢ szerokos$cig naturalng stanu. W praktyce nalezy jeszcze
uwzgledni¢ poszerzenie aparaturowe pochodzace od uzytego spektrometru i szerokosci wigzki
padajacej, ktdre razem ma charakter funkcji Gaussa i czgsto dominuje w eksperymencie.
Pomiar przej$cia rentgenowskiego moze zostaé wykonany z rozdzielczo$cig energetyczng
mniejszg niz szeroko§¢ naturalna stanu, a zatem z bardzo matym poszerzeniem
instrumentalnym. Woéwczas begdzie mozna wykonaé catkowanie obszaru mapy RXES
w wybranym, waskim zakresie energii emisji. Spowoduje to czeSciowe wyeliminowanie
poszerzenia wynikajgcego z czasu zycia dziury rdzeniowej I75. Rys. 1. 9 B prezentuje widmo
XAS zestawione z wysokorozdzielczym (ang. High Resolution, HR) widmem XAS dla energii
emisji 7,055 keV (maksimum intensywno$ci dla linii emisyjnej KB13). Takiej analizy mozna

dokona¢ dla roznych energii emisji.
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Skanujgc probke energia padajacg mozna otrzymaé mape RXES, na ktérej mozna
wyrdzni¢ trzy obszary. W znacznej odlegltosci od krawedzi absorpcji, dominuje
Wysokorozdzielcza Spektroskopia Pozarezonansowa Promieniowania X (HEROS) [33].
Przyktad widma HEROS pokazany jest na Rys. II. 9 C. Ze wzgledu na fakt, iz energia padajaca
nie jest wystarczajaco bliska do energii krawedzi absorpcji, brakujgca warto$¢ energii
wymagana do promocji elektronu w procesie koherentnym jest uzupetniana kosztem energii
kwantow promieniowania emitowanego. W wyniku zachowania energii, otrzymuje si¢
rentgenowskie emisyjne widma pozarezonansowe, ktore opisujg stany nieobsadzone uktadu.
Metoda jest wysokorozdzielcza, gdyz ze wzgledu na jednoczesno$¢ wzbudzenia i deekscytacji,

udzial w poszerzeniu widma ma tylko skonczony czas zycia stanu koncowego. Jak wszystkie

A CL-FF.'203 RXES C ——HEROS dla energii 7,105 keV
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Rysunek 11. 9 A — Mapa RXES probki a-Fe,03 wraz z zaznaczonymi najwazniejszymi przejsciami oraz
obszarami poza-, nie-, i rezonansowymi; B — poréwnanie widma HR—XAS dla energii emisji 7055 eV
z widmem TFY XAS; C — widmo HEROS otrzymane dla energii padajgcej 7105 eV; D — poréwnanie
widm XES z HR-XES dla energii wigzki padajgcej rownej 7114 eV,; E — region walencyjny widma
wmisyjnego. Mape otrzymano na wigzce SuperXAS (10XDA) w Swiss Light Source, Paul Scherrer

Instituit w Szwajcarii za pomocg dyspersyjnego spektrometru w geometrii von Hamosa. Niepewnosci

na rysunkach C i E zostaly wyznaczone jako /N, gdzie N to ilos¢ zliczen. Rysunek zaadaptowano z [34].
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widma rentgenowskie emisyjne 1 to nie podlega efektowi samoabsorpcji. Mozna
to wykorzysta¢ i dokona¢ transformacji widma HEROS na niezmodulowane widmo XAS przy
uzyciu transformacji Kramersa-Heisenberga [33].

Na Rys. Il. 9 D oraz E pokazane s fragmenty widma emisyjnego w zakresie struktur
K13 oraz Kf25 dla hematytu, analogicznie do Rys. Il. 8, Rys. Il. 9 D przedstawia linig Kf31,3
dla jednej energii padajacej 7,114 keV (oznaczong jako HR-XES) oraz w calym obszarze
energii padajacej. Obie linie zostaly znormalizowane do maksimum w celu poréwnania. Wida¢
wyraznie roznice miedzy nimi, w szczegdlnosci mniejszg szerokos$¢ gtownej linii KB13 oraz
mniejszg intensywno$¢ linii satelitarnej dla sygnalu HR-XES. W przypadku widma
walencyjnego, ze wzglgdu na bardzo matg intensywnos$¢ sygnatu, na Rys. 1. 9 D pokazane
zostato widmo walencyjne z widoczng linig satelitarng K> .

Jak wida¢ z Rys. 1. 9, dzigki selektywnej ze wzgledu na badany pierwiastek metodzie
RXES, mozliwe jest otrzymanie petnej informacji o strukturze elektronowej badanego
pierwiastka. Cze$¢ emisyjna mapy opisuje stany obsadzone, podczas gdy czes¢ absorpcyjna
opisuje zwigzane stany nieobsadzone powyzej energii Fermiego. Ponadto mozliwe jest
zidentyfikowanie ligandéw badanego atomu oraz ominigcie problemu samoabsorpcji
w widmach XAS. Aby jednak mdéc wykorzysta¢ mozliwosci spektroskopii RXES potrzebny
jest odpowiedni uktad eksperymentalny oraz metody obliczeniowe pomagajace zanalizowaé

otrzymane dane.

C. Ukiady pomiarowe

Ze wzgledu na rozszerzong informacje w poréwnaniu do XAS, uktady pomiarowe
stuzace do detekcji promieniowania charakterystycznego w metodzie XES maja nieco bardziej
skomplikowana budoweg. W przypadku spektroskopii XAS, badana byla intensywno$¢
promieniowania X danej, pojedynczej linii emisyjnej, najczesciej Kaa, w funkcji energii wiazki
padajacej. W przypadku metody XES rejestrowane jest widmo emisyjne, czyli zalezno$¢
intensywno$ci wszystkich linii emisyjnych w funkcji energii emisji promieniowania
charakterystycznego. Dodatkowo, wszystkie przejscia w badanej probce zachodza
jednoczes$nie, wigc aby rozdzieli¢ linie wzglgdem siebie, nalezy prowadzi¢ pomiar w modzie
dyspersyjnym ze wzgledu na energie.

Detektory potprzewodnikowe zbudowane z krzemu lub germanu rejestrujagce sygnat
w dyspersyjnym modzie energetycznym, skonstruowane s3 na zasadzie diody
potprzewodnikowej spolaryzowanej w kierunku zaporowym tak, aby usung¢ wszystkie wolne

nosniki fadunku [35]. Detekcja sygnatu zachodzi, gdy kwant promieniowania X wpada
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do warstwy zaporowej i wytwarza pary elektron-dziura w ilosci proporcjonalnej do swojej
energii. Taki detektor, by zachowac akceptowalng zdolno$¢ rozdzielcza musi by¢ stale
chlodzony ciekltym azotem podczas pomiaru. Zaleta detektorow potprzewodnikowych jest
szerokie spektrum energetyczne pracy oraz wysoka zdolnos$¢ rozdzielcza.

Rejestracja sygnatu za pomocg detektora potprzewodnikowego w modzie dyspers;ji
dhugosci fali jest efektywniejsza i zapewnia okoto 100-krotnie lepsza energetyczng zdolno$¢
rozdzielcza. W tej metodzie wykorzystuje si¢ krysztal analizujgcy (analizator) wykorzystujacy
warunek Bragga do przestrzennego rozdzielenia promieniowania charakterystycznego
emitowanego z probki. Nastepnie takie promieniowanie kierowane jest na detektor
promieniowania X. Warunek Bragga mozna opisa¢ znang zaleznos$cia

nd = 2dy;Sinf (1.25)
gdzie: n —kolejny rzad dyfrakcji (n = 1, 2, 3...);

A — dhugos¢ fali;

dpii — odlegtos¢ migdzy kolejnymi plaszczyznami sieciowymi zdefiniowanymi

wspotczynnikami Millera hkl,

0 — kat miedzy plaszczyzng a wigzka padajgca lub odbitg.

Istniejg rézne typy krysztatldéw analizujacych w zaleznosci od sposobu wycigcia krysztatu
1 ulozenia plaszczyzn sieciowych wzgledem padajacego na nie promieniowania, jednakze
W niniejszej pracy opisany zostanie sposob pozwalajacy skonstruowaé odbiciowy lub
Braggowski spektrometr promieniowania X. Ponadto, krysztal moze by¢ pojedynczy lub
zbudowany z kilku fragmentow oraz ptaski lub wygiety.

W zastosowaniu do nierezonansowej spektroskopii XES, mozna uzy¢ siatki ptaskich
krysztalow analizujacych. Maja one bardzo maty katowy zakres dyfrakcyjny, jednakze
zastosowanie macierzy takich krysztaldw kompensuje straty zwigzane z niezbyt wydajng
dyfrakcja [38-40]. Plaska powierzchnia dyfrakcyjna zapewnia rowniez najlepsza mozliwa
zdolnos$¢ rozdzielcza uktadu. W celu polepszenia wydajnosci stosuje si¢ zagigte krysztaty
analizujace. Uklady pomiarowe wystepuja w dwoch wariantach zagigcia krysztatu:
w plaszczyznie dyspersyjnej lub w formie krysztalow sferycznych [41]. Pierwotnym
rozwigzaniem, pokazanym na Rys. II. 10. A bylo umieszczenie krysztatu analizujacego, probki
i detektora na jednym okrggu, tzw. okregu Rowlanda i poprzez zmienianie kata Bragga
systematyczne rejestrowanie widma emisyjnego. Jest to tak zwana geometria Johanna [42].
Krysztal analizujacy jest zgigty w plaszczyznie pierscienia Rowlanda. W takim przypadku
detektor stuzy jako licznik fotonow, a caty pomiar jednego widma moze trwa¢ wiele godzin.

Geometria oparta na pierScieniu Rowlanda ma zalet¢ duzej intensywno$ci sygnatu
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wyjsciowego, co jednakze wigze si¢ z nieco obnizong rozdzielczo$cig energetyczng pomiaru
[41]. NaRys. II. 10. A promien zagigcia krysztatu analizujgcego nie pasuje do promienia okregu
Rowlanda, co powoduje straty rozdzielczo$ci w geometrii Johanna [41,43]. Jej modyfikacja jest
geometria Johanssona [44], w ktdrej oba promienie sg zgodne (Rys. 1l. 10. B). Alternatywnym
rozwigzaniem jest geometria von Hamosa z krysztalem analizujagcym wygigtym cylindrycznie,
prostopadle do ptaszczyzny dyspersyjnej (Rys. 11. 10. C). W takim uktadzie zachowywana jest
wysoka energetyczna zdolnos¢ rozdzielcza przy jednoczesnie znacznie wyzszej intensywnosci
sygnatu niz w przypadku ptaskich krysztatow dyfrakcyjnych. W geometrii von Hamosa stosuje
si¢ takze dwuwymiarowe detektory z dyskryminacjg pozycji (ang. Position Sensitive Device,

PSD), co umozliwia wykonanie pomiaru widma emisyjnego w czasie zblizonym do czasu
A

Zakrzywiony
krysztal
analizujacy

Prébka Detektor

Pierscien
Rowlanda

C

Cylindrycznie wygiety Detektor typu PSD

Probka

|

Rysunek Il. 10. Geometrie pomiaréw w uktadzie RXES. A — geometria Johanna, w ktorej
niedopasowanie promieni wyciecia krysztalu i okregu Rowlanda powoduje utrate zdolnosci
rozdzielczej; B — geometria Johanssona, w ktérej promienie wyciecia krysztatu i okregu Rowlanda
do siebie idealnie pasujg; C — geometria von Hamosa do pomiaréw w energetycznym modzie

dyspersyjnym.
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akwizycji jednego punktu pomiarowego dla wczesniej opisanych rozwigzan. Pomiar wykonuje
si¢ poprzez rejestracje widm emisyjnych dla kolejnych energii wiazki padajacej. Ze wzgledu
na dyspersyjny charakter detekcji emisji rentgenowskiej, skanujgc monochromatyczng wigzka
promieniowania synchrotronowego badang probke i rejestrujac sygnat fluorescencyjny mozna
otrzyma¢ dwuwymiarowg map¢ RXES. Obecnie, uktady pomiarowe w geometrii von Hamosa
s czesto stosowanym rozwigzaniem w potgczeniu z Promieniowaniem Synchrotronowym lub

zrodtami FEL stuzacymi do przeprowadzania eksperymentow typu RXES [33,34,45-50].
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I11. Metody obliczeniowe

W poprzednich rozdziatach przyblizone zostaty podstawy teoretyczne na jakich bazuja
uzyte w niniejszej Pracy metody eksperymentalne. W nastepnym rozdziale opisane zostang
wykorzystane metody analizy danych eksperymentalnych: normalizacji, usuwania tta, obliczen
ab-initio. Cze$¢ technik bazuje na przytoczonych podstawach teoretycznych. Omoéwiona
zostanie analiza i obliczanie widm teoretycznych XANES oraz EXAFS, korekta samoabsorpcji,

a takze obliczanie widm RXES.
I11.1  Podstawowe metody analizy widm rentgenowskich

A. Wstepna analiza widm XAS

W trakcie eksperymentu XAS rejestrowana jest intensywno$¢ sygnatu w zaleznosci
od energii wiagzki padajacej. Zaréwno w przypadku modu transmisyjnego jak
1 fluorescencyjnego, sygnal zawiera wktad od tla oraz jest nieznormalizowany. W ogdlnosci
uniemozliwia to jakiekolwiek wiarygodne poréwnywanie wynikéw eksperymentalnych,
bowiem widmo XAS wrazliwe jest zarowno na stan probki jak i na bardzo wiele czynnikow
aparaturowych. Procedura normalizacji widm pozwala na usunigcie wspomnianych
niedogodnosci widm XAS. Istnieje wiele programéw stuzacych do wstepnej analizy widm
rentgenowskich, jako przyktad mozna przytoczy¢ takie pakiety jak WinXAS [51], EDA [52]
oraz Athena [53]. Ponadto opublikowano wiele programéw dedykowanych do teoretycznego

obliczania widm XAS jak na przyktad oparte o formalizm wielokrotnego rozpraszania
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Rysunek 111. 1 Redukcja danych w eksperymencie XAS przy pomocy programu Athena. A — surowe
widmo XAS folii miedzianej wraz z funkcjq tla oraz obszarami przedkrawedziowym, zakrawedziowym;

B — widmo absorpcyjne Cu po normalizacji i korekcie samoabsorpcji.
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programy GNXAS [54] i FEFF [55] oraz o Teori¢ Funkcjonalu Gestosci (ang. Density
Functional Theory, DFT), jak na przyktad FDMNES [56]. Wszystkie procedury normalizacji
w niniejszej Rozprawie zostaty wykonane przy uzyciu programu Athena, natomiast obliczenia
teoretyczne widm XAS przeprowadzono w programie FEFF. W programie Athena analiza jest
wykonywana przy pomocy algorytmu AUTOBK [57], ktory pozwala usungé tto oraz
znormalizowa¢ wyniki tak, aby byly niezalezne od warunkoéw przeprowadzania eksperymentu,
na przyktad intensywnos$ci wigzki promieniowania, izotropowosci probki, czy filtréw obecnych
na drodze optycznej wigzki promieniowania. Do poprawnego znormalizowania surowego
widma, takiego jak na Rys. III. 1 A potrzebne sg trzy elementy: parametr Eq oraz poprawnie
zdefiniowane rejony przedkrawedziowy (ang. pre-edge) i zakrawedziowy (ang. post-edge)
sktadajace si¢ na zakres normalizacji. W programie, z Il pochodnej widma nalezy wybrac
odpowiednig warto$§¢ Eo, zdefiniowang jako pierwsze miejsce zerowe funkcji w rejonie
krawedzi absorpcji. Nastepnie dla zakreséw przedkrawedziowego i zakrawedziowego nalezy
dobra¢ po dwa punkty ograniczajgce obszary normalizacji, w ktérych dopasowywane
sa kolejno funkcje liniowa 1 wielomian trzeciego stopnia, co jest pokazane na Rys. III. 1 A.
Na podstawie wybranych parametréw algorytm wylicza stata normalizacji po(Eo), przez ktorg
dzieli dane. W efekcie, w wyniku normalizacji, przed krawedzia absorpcji sygnat powinien
wynosi¢ 0, a za krawedzig zmierza¢ do wartosci 1 (Rys. III. 1 B). Tak przygotowany wynik
eksperymentu moze zosta¢ poréwnany z innymi wynikami lub poddany dalszej analizie jak
na przyktad korekta samoabsorpcji, dopasowywanie kombinacji liniowej widm referencyjnych

lub dopasowywanie pikow widocznych na widmie eksperymentalnym XAS.

B. Procedura kombinacji liniowej widm referencyjnych

W wielu eksperymentach, widmo doswiadczalne XAS jest sktadowa kilku widm
absorpcyjnych dla tego samego pierwiastka, ale w r6znym otoczeniu chemicznym. Moze sig
tak sta¢ np. w trakcie wieloetapowej reakcji redoks lub w cyklu katalitycznym. W takim
eksperymencie mozna ilo$ciowo zbada¢ wktad poszczegdlnych sktadnikéw do widma
heterogenicznego, jezeli dysponuje si¢ odpowiednimi widmami referencyjnymi. Przed analizg
nalezy znormalizowa¢ wszystkie widma. Analizy metoda kombinacji liniowej mozna dokona¢
w programie Athena. W jej trakcie program dokonuje dopasowania kombinacji liniowej widm
referencyjnych do widma badanego, a kazda z referencji ma odpowiednia wage. Wagi
sa normalizowane do warto$ci 1, co umozliwia prostg iloSciowa interpretacje wynikow.
Dopasowanie jest oceniane statystycznie pod wzgledem réznicy migdzy modelem, a widmem

badanym poprzez parametr R [58]:
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R= 2—(”””’“"3)2 (1.1)
(ﬂexp)

gdzie: pey, — Warto$¢ eksperymentalna masowego wspotczynnika absorpcji;

Krir —wypadkowa wartos¢ masowego wspotczynnika absorpcji w kombinacji liniowe;j.
W niniejszej rozprawie, parametr R postuzyl jako bezwzgledny wspotczynnik oceny jako$ci
dopasowania. Warto$ci R ponizej 0,05 przyjmowano za dobre dopasowanie. Oprdocz parametru
R, kolejne dopasowania mozna poréwna¢ migdzy sobg stosujac znany statystyczny
wspotczynnik y?. Zmiana x? na mniejszg warto$¢ oznacza wzgledng poprawe jakosci
dopasowania. Sposrod wszystkich wykonanych dopasowan w danej analizie zawsze wybierano
wynik o mozliwie najmniejszych warto$ciach parametrow R oraz y?, przy jednoczesnej

zgodnosci z wiedzg na temat badanego uktadu pochodzaca z innych metod badawczych.

I11.2  Obliczanie widm ab-initio metoda wielkokrotnego rozpraszania

funkcji elektronowej [59-61]

Obliczenia teoretyczne w niniejszej pracy doktorskiej wykonane zostaty w duzej czesci
przy pomocy pakietu FEFF 9.6. Jest to program do obliczen ab-initio widm mig¢dzy innymi
XAS i XES oraz odpowiadajacym im funkcji gestosci stanéw. Teoria wykorzystana w kodzie
zrédlowym programu opiera si¢ o tak zwane wielokrotne rozpraszanie elektronow
reprezentowanych przez jednocialowe funkcje Greena. W tej interpretacji nalezy rozumied

funkcje Greena jako propagator amplitudy funkcji falowej elektronu z pozycji r do .

A. Hamiltonian oddzialywania i potencjal miseczkowy
Zaleta programu FEFF jest uzycie efektywnych przyblizen pozwalajagcych omingé
niezwykle czasochtonny proces sumowania standw poczatkowych i koncowych ukladu
w oparciu o funkcje falowe. W teorii wielokrotnego rozpraszania, na ktdrej opiera si¢ program
FEFF, zjawisko absorpcji fotoelektronu mozna opisa¢ za pomocg jednocialowej Ztotej Reguty

Fermiego z odpowiednim hamiltonianem, zdefiniowanym przez réwnanie Dysona :
|—2V2 + Vo(E) + Var (B) + 2(B) | ¥ = EW (111.2)
gdzie: V,(E) — usredniony potencjat Coulombowski odczuwany przez fotoelektron;

J(E) — energia wlasna (ang. self-energy) zdefiniowana jako analog potencjatu

korelacyjno-wymiennego w obliczeniach stacjonarnych. Jednoczesnie jest

61



ekwiwalentem strat energii na oddzialywania z otoczeniem i przesunigcia
energetyczne [62];
Vas (E) — potencjat oddziatywania wakancji rdzeniowej z fotoelektronem:;
W programie FEFF istniejg trzy modele oddziatywania dziury rdzeniowej z fotoelektronem
i sg one uwzglednione w potencjale: reguta stanu koncowego (ang. Final State Rule),
szczegolnie skuteczna dla wakancji w glebokich stanach rdzeniowych [63], przyblizenie RPA
(ang. Random Phase Approximation), w ktorym ekranowanie fotoelektronu od dziury
rdzeniowej jest oparte o funkcje dielektryczng [64] oraz brak oddziatywania. Teoria
wielokrotnego rozpraszania zaktada, ze rownanie wtasne (I11.2) mozna przeksztatci¢ definiujac
lokalne sferyczne potencjaty atomowe vg (7):
V.(E) + Var(E) + Z(E) = Srvp(¥ — R) (111.3)

Jest to tak zwane przyblizenie ,,potencjatow

. miseczkowych” (ang. muffin tin approximation).

. ‘ Idea potencjatu miseczkowego pokazana jest na Rys.
. III. 2. Oczywiscie jest to zalozenie, gdyz potencjat

. . wokot atomow nie jest idealnie sferyczny, co wigcej
. pomiedzy atomami réwniez nie jest staly.

Dodatkowo potencjaly sasiadujacych ze soba

atomOw mogg si¢ naktada¢ w nierownym stopniu.
Rysunek I11. 2 Potencjaly miseczkowe wokot Nalezy o tym szczegolnie pamigtac przy
dwoch rodzajow atoméw zaznaczonych ©bliczeniach widm XANES. Nakfadanie sig
kolorem zielonym i niebieskim. Przerywane potencjatow atomowych moze by¢ sterowane
linie  oznaczajg ~ umowng  granice Z programu FEFF i domyslnie wynosi 15%. Jednakze
sferycznego potencjatu. Zolty kolor oznacza  zalety tego potencjatu jest fakt, iz funkcje Greena
przestrzen miedzyatomowq o stalej wartosci 04 sie faktoryzowaé na cze$é radialng i zalezna

potencjatu. od orbitalnego momentu pedu L [65].

B. Propagator Greena

Fotoelektron mozna opisa¢, jako jednoczastkowa funkcje Greena w przestrzeni
rzeczywistej [62]:

(0" foto D0 1070 )

E—Efoto‘l'ir

G# 7 ,E) =

(111.4)

gdzie: I' — poszerzenie stanu koncowego.
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W celu uproszczenia, mozna sfaktoryzowaé funkcje falowe w Ztotej Regule Fermiego (11.5),
aby podzieli¢ je na cze$¢ od elektronow atomu, ktorych jest N-1 i od fotoelektronu [62].

Korzystajac z zaleznosci miedzy funkcja Greena, a macierzag gestosci obsadzen:
Im[G(# 7, E)] = — % p(#,7',E), mozna wyeliminowa¢ sumowanie po stanach koncowych,
a wykorzystujac zalozenie o potencjatach miseczkowych otrzyma si¢ wyrazenie [55,65]:
wE)~=253m {3, (0rotold | Protor L)Grs(h + EX@soror L[]0 s0t0) 0 (B = Erermd}  (111.5)
W powyzszym wzorze Gy, jest to jednoelektronowy propagator w potencjale rozpraszajacym.

Obok wyznaczenia potencjatéw atomowych, wyznaczenie tego propagatora jest kluczowym

elementem dziatania programu FEFF.

C. Wielokrotne rozpraszanie [55]

Na propagator G, ;, sktadaja si¢ dwa cztony pochodzace od: atomu centralnego i atomow
rozpraszajacych. Propagator Greena atomu centralnego ma wyrazenie analityczne [61,62],
natomiast propagator Greena atoméw rozpraszajacych GF , mozna rozpisaé jako [66]:

GR, =[G° + G°TG® + G°TG°TG® + --- 1., (111.6)
gdzie: T — operator catkowitego rozpraszania,

G° — propagator czastki swobodnej z zespolong energig wiasng (wzor (111.5));
Wyrazenie (111.6) opisuje rozwinigcie Sciezek (ang. path expansion) stuzace do wyliczania
kolejnych $ciezek rozproszen w widmie EXAFS. Kolejne czlony powyzszego rownania opisuja
rozpraszania coraz wyzszych rzedow poczynajac od 1. Macierz operatora T jest powigzana
z operatorem catkowitego potencjalu atomowego V, na ktory skladaja si¢ poszczegdlne
potencjaly atomowe (II1.3) uzbiezniane w procedurze Pola Samouzgodnionego (ang. Self-
Consistency Field, SCF). Z kolei potencjal V jest sumg potencjatdw atomowych
zdefiniowanych w (111.3). Poprzez parametr X(E) zwany potencjatem korelacyjno-
wymiennym, mozna wptywa¢ na oddzialywania mig¢dzy atomami, a tym samym na catkowity
potencjat i macierz T. Jak mozna zauwazy¢, sumowanie przebiega dla kolejnych warto$ci
momentu pedu. W praktyce wartos¢ | okoto 20 wystarcza do poprawnego wyznaczenia calego
widma EXAFS w programie FEFF. Operator T zawiera w sobie mozliwe rozproszenia mogace
wystapié W otoczeniu atomu, przez co GF, zawiera wszystkie mozliwe rozproszenia dla
wszystkich momentéw pedu od 0 do L. Ze wzgledu na szybko malejace elementy macierzowe
T dla wysokich energii, daleko od krawedzi absorpcji obliczenia dobrze si¢ uzbiezZniaj3.
Jednakze w poblizu krawedzi absorpcji powyzsze podejscie czesto zawodzi ze wzgledu

na bardzo silne rozpraszanie od krotkich wigzan i matych pedéw fotoelektronu [61,66].
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Pelnego Wielokrotnego Rozpraszania (ang. Full Multiple Scattering, FMS). W tej metodzie
w waskim zakresie energetycznym wokot krawedzi absorpcji: okoto 30-50 eV i dla niskich
wartosci momentu pedu sumowane sg wszystkie rozproszenia. Matematycznie, w programie
FEFF propagator (I111.6), ktory ma forme szeregu geometrycznego, jest sumowany
do nieskonczonosci [55,59-62,65]:

Gfy, = [(1=G°T)™'G°]y, (11.7)
Obliczenia sg ograniczone do kilku Angstroméw wokot atomu absorbujacego tak, aby

ograniczy¢ grupe atomow do zakresu mi¢dzy 50 a 100 oraz ze wzglgdu na rozmiar macierzy T.

D. Obliczanie funkcji IDOS, widm XAS i XES w formalizmie MS/FMS [61]

za pomocq programu FEFF 9.6 [60]
Podczas obliczania widm XAS i XES w formalizmie MS/FMS program FEFF
uwzglednia réwniez czas zycia wakancji rdzeniowej oraz poszerzenie aparaturowe. Dla widma
XAS, dokonuje tego na drodze konwolucji obu poszerzen z teoretycznym wspotczynnikiem

absorpcji (111.5) w granicach od Er do nieskonczono$ci:
A(E) = f,, dE'u(E") -

gdzie K — suma poszerzenia aparaturowego i czasu zycia wakancji rdzeniowe;.

___ K
n[(E-EN2+K?Z2]

(11.8)
Aby otrzyma¢ widmo XES nalezy odwrodci¢ granice catkowania. Funkcje gestosci standw
elektronowych w programie FEFF wyznacza si¢ za pomocg wyrazenia [61]:

p(E) = —gszd%a(?,?',E) (111.9)
W zaleznosci od granic catkowania wyrazenie (I11.9) podobnie jak w przypadku (I11.8) daje
w wyniku rézne obszary energetyczne funkcji.

Obliczenia w programie sg prowadzone w petli SCF w przestrzeni potozen. Ogdlny
schemat dziatania kodu programu FEFF przedstawiony jest na Rys. III. 3. Na poczatku,
na podstawie wbudowanych modeli program tworzy poczatkowy model 1 oblicza pierwotne
gestosci stanow elektronowych. Nastepnie przechodzi do petli (SCF), w ktorej dla obliczone;j
gestosci standw wyznacza potencjat efektywny i dzieli go na potencjaty atomowe (wzor (111.3)).
Dla takiego potencjatu oblicza nowa funkcj¢ Greena i propagator Greena (wzor (I11.7)), a na
jego podstawie nowe gestosci stanow (wyrazanie (I11.9)). Nastepnie, algorytm porownuje nowa
gestos¢ standw z poprzednig 1 jezeli wystepuja istotne rdznice, woéwczas od nowa wyznacza

potencjat efektywny, a petla si¢ zamyka. Natomiast, jezeli nie ma istotnych réznic migdzy
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Poczatkowe

po(E) Nowa funkcja
o G(#,7,E)
Nowa funkcja
14 Petla
e SCF p(E)
? Obliczanie
p (E)nowa =p (E)stara unke plE) =
widma

Rysunek 1. 3 Zarys dziatania programu FEFF 9.6.

nastepujacymi po sobie iteracjami obliczen gestosci stanow elektronowych, wowczas program
oblicza widmo (wzory (111.5) oraz (111.8)).

Dzigki zastosowanej teorii mozliwe bylo podzielenie kodu programu FEFF na moduty
obliczajace: potencjaty atomowe, przesuni¢cia fazowe, przekroje czynne, gestosci stanow,
widma, $ciezki rozpraszan. Interfejs graficzny (ang. Graphical User Interface, GUI) programu
FEFF 9.6 pokazany jest na Rys. Ill. 4. Do najbardziej podstawowego dziatania, program
potrzebuje jedynie pliku wejSciowego zawierajacego informacje o tym, dla jakiej krawedzi
absorpcji bedg prowadzone obliczenia oraz podstawowe parametry tych obliczen.

Na szczeg6lng uwage zastuguje karta EXCHANGE, ktora parametryzuje potencjat
korelacyjno-wymienny opisany wczesniej. Jest to karta majaca najwigckszy wptyw na koncowy
wynik obliczen. Przyjmuje ona cztery parametry opisujace kolejno: rodzaj modelu potencjatu,
przesunigcie poziomu Fermiego w [eV], poszerzenie widma w [eV] oraz model tla
oddziatywania. Dostepne potencjaly korelacyjno-wymienne to: Hedina-Lundqvista, Diraka-
Hary, ich kombinacja, stan podstawowy oraz potencjal czg¢$ciowo zdelokalizowany (ang.
partially nonlocal). Taki sam wybor oferuje program do modelowania tta oddziatywania.
Z reguty jednak potencjat stanu podstawowego jest dobrym modelem tta oddzialywania
do obliczania widm XANES. Z kolei drugi parametr w karcie EXCHANGE, oznaczony
w programie jako vrO jest to przesunigcie poziomu Fermiego. Ze wzgledu na przyjeta
w programie procedur¢ SCF, niedoktadno$¢ oszacowania poziomu Fermiego wynosi od 1 eV
do 3 eV. Trzeci parametr karty EXCHANGE vrl, jest to poszerzenie widma, sktadowa
parametru " we wzorze (III.5). Odpowiada za poszerzenie stanu koncowego 1 widma

wynikajace z przyjetej metody pomiarowej oraz oddziatywania korelacyjno-wymiennego.
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Rysunek 111. 4 Interfejs graficzny programu FEFF 9.6 z wczytanym plikiem

wejsciowym do obliczenia widma XANES hematytu.

[11.3  Uwzglednienie efektu samoabsorpcji w widmach ab-initio

Majac do dyspozycji widmo teoretyczne obliczone w programie FEFF nalezy
je poréwnac z eksperymentalnym w celu ocenienia poprawnosci obliczen. W tym celu, aby
unikng¢ koniecznosci dodatkowego modytfikowania danych eksperymentalnych, mozna doda¢
efekt samoabsorpcji do widm teoretycznych nieobcigzonych nim.

Prosty model oddzialywania wigzki promieniowania X o punktowym przekroju
z probka pokazany jest na Rys. Ill. 5. Ponadto, dla uproszczenia zatozono, ze wigzka padajaca
lo(E) i wigzka emitowana I+(E) padaja pod katami wynoszacymi a = 45 °. Wigzka lo(E) wnika
w probke o grubosci d, pokonujgc droge optyczng a. Natezenie promieniowania po przejsciu
calej drogi optycznej wynosi:

L(E) = Iy(E)e™tor(E)P (111.10)
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gdzie: u;o: (E) — catkowity wspotczynnik absorpcji promieniowania w funkcji energii.
Na drodze a zaabsorbowane zostaje promieniowanie o intensywnosci:

laps(E) = 1o(E) — L (E) = I, (E)(1 — e~ (®)P) (I11.11)
Jednocze$nie mozna wyznaczy¢ intensywno$¢ promieniowania fluorescencyjnego, ktore

dotarto do detektora z infinitezymalnego odcinka drogi optycznej probki da. Droge optyczna
mozna przeliczy¢ na grubo$¢ probki: da = g dx. Na ten efekt sktadajg si¢ dwa inne: padajaca
wigzka wytwarza promieniowanie fluorescencyjne, ktore nast¢pnie jest absorbowane ponownie
przez probke:

Ip(E)dx = I, (E)e2V2dxuotER)p = || (E)(1 - e—Zﬁdx#wt(ﬂp)e—Zﬁdx#tot('fﬂp (11.12)

gdzie: uso¢ (Er) — catkowity wspotczynnik absorpcji promieniowania dla energii fluorescencji
Er;

Na potrzeby obliczen zatozono, ze dla krawedzi absorpcji K energia fluorescenciji jest tozsama

z energia linii Koy Wykonujac catkowanie po dx otrzyma si¢ wyrazenie na nowa intensywnos¢

fluorescencji, uwzgledniajaca efekt samoabsorpciji:
() = 2VZ[5(1 —e™) -2 (1 — &) (111.13)
gdzie: A = 2v2p0. (E)p;
B = 2v2s0¢ (Er) - A; LN d )
p — usredniona gestos¢ materiatu;
d — grubos¢ probki;
Usor (E) —widmo XAS;

Ueor (Ep) — catkowity wspotczynnik absorpcji dla ? o
energii, przy ktorej prowadzona byta I,
akwizycja danych. o

Do celow analizy wynikéw napisany zostal przez
Autora rozprawy program w jezyku C++ wykonujacy

korekte  samoabsorpcji  na  widmach  obliczonych

teoretycznie w programie FEFF i wykorzystujacy rownanie If \ )

(1.13). Kod programu znajduje si¢ w zalaczniku Rysunek Il 5 Model

do niniejszej rozprawy. Widma teoretyczne muszg byé oddzialywania wigzki padajgcej

znormalizowane zgodnie z wartoSciami przebiegu i wibrnej fluorescencyi z probkg.
wspotczynnika absorpcji pieor(E) przed i za krawedzia — Oznaczenia  znajdujq  sie

absorpcji. Wspolczynnik absorpcji mozna wyznaczy¢ — w tekscie.
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za pomoca np. tablic Narodowego Instytutu Standaryzacji i Technologii (ang. National Institute
of Standards and Technology, NIST) [67]. Program na wejsciu przyjmuje plik w formacie
ASCII zawierajgcy dwie kolumny: z energig w [eV] 1 Z warto$ciami wspotczynnika absorpcji
wyznaczonego ab-initio i znormalizowanego. W toku dziatania programu mozna réwniez
wybraé grubos¢ probki. Jako wynik program tworzy widmo, w takim samym formacie jak
wejsciowy, ktore nalezy ponownie znormalizowaé. Program stanowi zalacznik do niniejszej

Pracy.
I11.4  Obliczanie map RXES

Mapa RXES zebrana przy krawedzi absorpcji pierwiastka jest to konwolucja widm
XAS i XES w waskim zakresie energetycznym wokot tej krawedzi. Rezonansowa emisja
rentgenowska jest procesem koherentnym co oznacza, iz niemal jednoczes$nie zachodzi
absorpcja i emisja fotonu. Zatem w eksperymencie mozna otrzyma¢ widma nieobarczone
poszerzeniem wynikajacym ze skonczonego czasu zycia stanu koncowego.

Aby obliczy¢ potrzebne mapy RXES dla danego zwiazku chemicznego wyznaczano
najpierw widma XAS i XES nieobarczone poszerzeniem aparaturowym wykorzystujac
program FEFF 9.6. W celu usunigcia jakiegokolwiek poszerzenia aparaturowego
1 zredukowania poszerzenia pochodzacego od czasu Zycia stanu koncowego w procesie
rezonansowe] emisji rentgenowskiej w karcie EXCHANGE warto$¢ parametru vrl byta
dobierana nieznacznie ponizej 0 eV. Konwolucji widm dokonano w programie napisanym

w pakiecie Matemathica 11, na podstawie teorii opisanej w rozdziale 11.2 i wzoru (11.14):

dgis

I'n
do(w) _ 27TT'02 fa)_’(w1s—wnp)gnp—>1s(wls+w”)dwu . p/Zh dw” (||| 14)
— 2 )

7
dw! 13) " 2_(F1s) n_ N2, (Inp
(015+0"-0)2=( 55 (w-wnp-w'-w’) +(7)

gdzie: h wq, i hw,, — energie stanu podstawowego i konicowego;
Zw i 7w’ — energie padajacej i rozproszonej wigzki promieniowania X;
J1s-np — sifa oscylatora przej$¢ migdzy stanami koficowymi a poczatkowymi;

dgis

o funkcja opisujaca prawdopodobienstwo wzbudzenia atomu w procesie absorpcji;
[}s — jest to czas zycia dziury rdzeniowe;.

. d
Funkcja =Zis
dw'r

jest bezposrednio powigzana z wartoSciami w(E) w widmie XAS [33].

W szczeg6lnos$ci, majac widma XAS wyznaczone metodg ab-initio przy zerowym

poszerzeniem eksperymentalnym i zachowaniu jedynie czasu zycia stanow I35 i I3, mozna
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dgis
dwrr

zastapi¢ funkcje obliczonym widmem teoretycznym. Analogicznie, funkcja gnp-1s

w pierwszym przyblizeniu moze by¢ zastapiona funkcja XES obliczong metoda ab-initio przy
braku poszerzenia aparaturowego i zachowaniu jedynie szeroko$ci stanow Iy i I;,,. Gdy
przeprowadzi si¢ sumowanie po energii padajacej 1 energii emisji, dobierajac odpowiednio
zakresy oraz krok, wowczas odtworzy si¢ map¢ RXES badanego zwigzku:

dg L
E_’i (Els_Enp)gnp—>1s(E15+E”) dE?f . np/z

2
Ej (Ere+en-Ej)"~(22) (Ej=Enp—E""—E";)*+(22)

do(E)
— - =2mrg LY X [

dE"  (111.15)

gdzie: N i M — catkowita ilo$¢ punktow z danymi na osiach energii absorpcji i emisji.

W praktyce catka we wzorze (I1.14) jest roOwniez zastgpowana sumg w celu lepszego
odtworzenia warunkéw eksperymentu. W programie napisanym w pakiecie Mathematica,
wystepuja dwie podstawowe czesci: pierwsza, odpowiadajaca za wcezytanie widma 1 druga
za obliczenie sum 1 catek (I1.14). Krotkiego komentarza wymaga przygotowanie widm
wcezytanych przez pierwsza cze$¢ programu do dalszych obliczen. Widmo XAS musi by¢
dobrze znormalizowane do 0 w cze$ci przedkrawedziowej, aby unikna¢ artefaktow podczas
odtwarzania mapy RXES. Ze wzgledu na dyskretny charakter danych, w celu uniknigcia
btgdow numerycznych podczas dalszego dziatania programu, punkty w widmach
sg interpolowane za pomoca algorytmu interpolacji liniowej tak, aby dane staly si¢ ciagle.
Ponadto warto$¢ 0 eV jest ustalana na polowe wysokosci krawedzi absorpcji. Dzieki temu
mozliwie jest dobranie relatywnej skali energetycznej w obliczeniach, co z kolei utatwia
dobranie odpowiedniej skali calkowania. Oba te zabiegi mialy wylacznie charakter techniczny
I nie wptywaty na koncowy wynik. Po wykonaniu obliczen, dane moga by¢ zapisane w postaci
nieznormalizowanej macierzy w pliku *.txt. Kod programu stanowi zatacznik do niniejszej

rozprawy doktorskiej.
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V.

Teza i cele pracy

Dokonujgc  analizy = mozliwosci  eksperymentalnych  opisanych ~ metod

spektroskopowych, postawiono nastepujaca tezg: ,,Metoda RXES pozwala na okreslenie

kompletnej elektronowej struktury walencyjnej metali 3d w modelowych uktadach

o zroZnicowanym stopniu zloZonosci.”. W celu udowodnienia postawionej tezy, podjeto sie

wykonania eksperymentow z uzyciem technik spektroskopii rentgenowskiej, w tym RXES,

na probkach zawierajgcych rézne metale bloku d Uktadu Okresowego i1 rézny poziom

ztozono$ci budowy wewnetrzne;.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

Zatem zakres prac zaplanowanych w rozprawie obejmowat:
Wykonanie pomiarow RXES probek referencyjnych zwigzkéw Fe;
Wykonanie pomiaréw kompleksow biatka PrPC z jonami Cu(ll) i Zn(ll) metodami
XANES i EXAFS;
Wykonanie pomiarow XAS, XRD, XRF i RXES probek liposoméw poddanych
dziataniu Cr(VI);
Opracowanie metodologii analizy danych RXES w oparciu o obliczenia ab-initio
1 zastosowanie jej do uktadow o niskim stopniu ztozonosci;
Opracowanie metodologii analizy danych XAS (XANES) i zastosowanie jej do
ztozonych i nieuporzadkowanych uktadows;
Wykorzystanie opracowanych metod pomiaréw i analizy danych eksperymentalnych
do pomiaru nieuporzgdkowanego uktadu ztozonego metodg RXES;
Porownanie mozliwosci analizy konwencjonalnymi  metodami  spektroskopii

rentgenowskiej z mozliwosciami metody dyspersyjnej (RXES);
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V. Struktura elektronowa referencyjnych zwiazkow zelaza
otrzymana metoda RXES [34]

V.1 Wstep

Eksperymenty majace na celu poznanie struktury elektronowej roznych materialow
od wielu lat sg jednym z gltownych typoéw aktywnosci naukowej w dziedzinie fizyki ciata
stalego. Struktura elektronowa badanego materiatu obejmuje zarowno konfiguracje
elektronowa rdzenia atomowego badanego pierwiastka, jego walencyjne oraz nieobsadzone
stany elektronowe. Dodatkowo, sposrod stanow nieobsadzonych mozemy wyrdzni¢ stany
zwigzane oraz tak zwane stany w Kontinuum. Jak zostato to opisane w Rozdziale II, stany
obsadzone pierwiastka mozna zbada¢ przy uzyciu metody XES, z kolei stany nieobsadzone
mozna probkowaé metoda XAS, na ktorg sktadajg si¢ spektroskopie XANES i EXAFS badajace
odpowiednio nicobsadzone stany zwigzane i stany w Kontinuum. Jednakze, pelny obraz
struktury elektronowej mozna roéwniez otrzymac przy uzyciu metody RXES.

Zelazo (tac. ferrum) o symbolu chemicznym Fe jest znane ludziom od okoto 5000 lat
[68]. Znajduje si¢ w 8 grupie Uktadu okresowego i 4 okresie, w bloku d pierwiastkow
przejsciowych. Jest jednym z najczesciej wystepujacych pierwiastkow w otoczeniu cztowieka:
wystepuje ono glownie w formie nierozpuszczalnych w wodzie tlenkéw, mineratéw oraz wielu
czynnikéw zanieczyszczajacych srodowisko [69]. Zelazo wystepuje tez w licznych zwigzkach
biologicznie czynnych np. biatkach i hemie. Sposrod licznych przyktadow biatek, warto
wymieni¢ enzymy zawierajace zelazo w centach aktywnych np. hydrogenaze [70] lub katalazg
[70]. Enzymy dzigki swojej nietypowe]j konstrukcji sg bardzo silnymi katalizatorami reakcji
biochemicznych. Poznanie struktury ich miejsc aktywnych na poziomie elektronowym jest
czgsto konieczne, aby zrozumie¢ natur¢ ich niezwyklych wlasciwosci. Nalezy rowniez
wspomnie¢, ze zelazo nie zawsze ma pozytywne dziatanie na uklady biologiczne.
W szczegblnosci, moze prowadzi¢ do generowania wolnych rodnikéw, lub bra¢ udziat w
dobrze znanej i szkodliwej reakcji Fentona [71,72]: Fe?* + H,0, — Fe**+ HO+ HO".

Tlenek zelaza wystepuje naturalnie migdzy innymi w formie hematytu
romboedrycznego, a-Fe>03, kubicznego y-Fe>O3 oraz magnetytu FesOa, ktory posiada strukture
odwrdconego spinela o wzorze Fe('""[Fe!"Fe(""]04 [73].
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W celu opisania wlasciwosci elektrycznych cial statych, na gruncie mechaniki
kwantowej powstata tzw. Pasmowa Teoria Przewodnictwa. W szczegdlnosci, strukture
elektronowg kazdego pierwiastka lub zwigzku chemicznego na skali energetycznej mozna
podzieli¢ na pasmo walencyjne i pasmo przewodnictwa oddzielone przerwa energetyczng.
Schematycznie pokazane jest to na Rys. V. 1. Poziom Fermiego jest to energia ostatniego
zwigzanego przez atom fermionu. W przypadku izolatorow i potprzewodnikow Er wypada
w potowie warto$ci AE;. W zaleznoSci od istnienia i rozmiaru przerwy energetycznej (AE,)
oraz jej potozenia wzgledem Energii Fermiego (Er), klasyfikuje si¢ badane zwiazki na izolatory
(Rys. V. 1 A), pétprzewodniki (Rys. V. 1 B) oraz przewodniki (metale, Rys. V. 1C). Odpowiada
to kolejno duzej, matej i zerowej wartosci AE;oraz nachodzeniu si¢ pasm. Warto$ci AE; mogg
by¢ rozne, wahaja si¢ w przedziale od 0 do ok. 3 eV, chociaz moga wystgpowac¢ wyjatki jak
na przyktad AIN, dla ktdrego AE; = 6,12 eV [74]. Z punktu widzenia pasmowej teorii
przewodnictwa, tlenki Zelaza sa potprzewodnikami, np. a-Fe2Os ma przerwe energetyczng
rowng 2,2 eV [75]. Fe2O3 mozna domieszkowac lub wytwarza¢ w r6znych formach zmieniajgc

znacznie wartosci AE; [76-79]. Na przyklad na podstawie cienkich filméw z o-Fe2Os

stworzono fotoanod¢ w systemie utleniania wody osiggajaca wydajnos$¢ do 40 % [80].

Pasmo)prizewodnictwea

Pasmorprzewodnictieal
Pasmo prizewodnictwa

Energia

Pasmowalencyjne

Pasmo walencyjne

Pasmowalencyjne

Stany. rdzeniowe
Stany rdzemowe
Stany:rdzeniowe

Gestos¢ stanow Gestosé stanow Gestos¢ stanow
Rysunek V. 1 Schemat pasm energetycznych dla (4) Izolatora (B) Polprzewodnika (C) Przewodnika.
Pasmowa teoria przewodnictwa zakiada istnienie pojedynczych stanow energetycznych elektronow
w postaci funkcji falowych, ktore lezgc blisko siebie nakladajg si¢ tworzqc pasma: walencyjne
i przewodnictwa. Pasma te sq oddzielone obszarem wzbronionym scharakteryzowanym wartoscig
przerwy energetycznej. Wartos¢ przerwy energetycznej oraz polozenie pasm wzgledem Energii

Fermiego (przerywana linia) decydujg o wlasnosciach elektrycznych danego zwigzku chemicznego.
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Dotychczas, zwigzki zelaza w tym tlenki badane byly przy uzyciu zréznicowanych
metod eksperymentalnych, tacznie ze spektroskopia MOdssbauera [81] oraz spektroskopia
promieniowania X [24,36,82]. Na przyklad, za pomoca metody XANES przy krawedzi
absorpcji K zelaza, wykonano szczegdtows analize struktury przedkrawedziowej oraz stopnia
utleniania na bazie potozenia krawedzi absorpcji zwigzkow zelaza w szktach [83] oraz tkankach
zastawki aortalnej w zaawansowanej fazie stenozy [84]. Z kolei przy uzyciu metody XES
zbadano stany spinowe a-Fe;O3 [85] oraz bardziej skomplikowanych kompleksow zelaza
na +2 i +3 stopniu utleniania [23,24]. Wykazano przy tym duzg czuto$¢ linii KB1,3 zelaza
na stopien utlenienia i warto$¢ spinu. Ponadto, wykazano przewage metody XES nad EXAFS:
ta pierwsza okazala si¢ by¢ w stanie rozr6zni¢ lekkie atomy takie jak C, N, O na podstawie
potozenia i ksztattu linii KB’’. Jednoczesnie obszar walencyjny widma XES wykazat duza
czulo$¢ na zmiany geometrii wokot atomu centralnego.

Dzigki rozwojowi trzeciej generacji zrodet Promieniowania Synchrotronowego
o wysokiej intensywno$ci oraz zaawansowanych spektrometréw, mozna wykonaé pomiary
wykorzystujac drugorzgdowe efekty optyczne takie jak RXES. Dzigki temu, Ze proces
wzbudzenia 1 deekscytacji jest koherentny, poszerzenie sygnatu ze wzgledu na skoficzony czas
zycia dziury rdzeniowe;j jest zredukowany. Pozwala to na wykonanie jednoczesnego pomiaru
widm XAS i1 XES zwiagzkéw zelaza i otrzymanie informacji o stanach elektronowych, ktorych

nie wida¢ w widmach fluorescencyjnych ze wzglgdu na naturalny ksztatt linii widmowe;j.
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V.2 Opis eksperymentu

W trakcie eksperymentu metoda RXES zostaly zmierzone trzy zwigzki zelaza
reprezentujace trzy typy przewodnictwa elektrycznego: folia zelazna o grubosci 0,5 mm,
a-Fe>O3 w postaci proszku oraz Fe(NO3)3 x 9 H.O w postaci krysztalow, ktore byty kolejno
przewodnikiem, potprzewodnikiem i izolatorem. Wszystkie odczynniki zostaly zakupione
z firmy Sigma-Aldrich. Hematyt i azotan (V) zelaza (III) zostaly uformowane do postaci

pastylek o grubos$ci okoto 2 mm.

Rysunek V. 2 Widok uktadu pomiarowego przygotowanego do kalibracji
energetycznej, na linii SuperXAS, SLS, PSL W ukifadzie nie ma

zamontowanego krysztatu analizujgcego.

Pomiary zostaly wykonane na stacji eksperymentalnej SuperXAS (X10DA)
synchrotronu Swiss Light Source w Paul Scherrer Institut (Villigen) w Szwajcarii. Rys. V. 2
pokazuje uktad pomiarowy we wnetrzu komory pomiarowej, ktdry jest przygotowany do
kalibracji energetycznej. Wigzka zostata otrzymana w oparciu o magnes zakrzywiajacy o polu

magnetycznym réwnym 2,9 T jako urzadzenie dostarczajace promieniowanie. Strumien

fotonéw wynosit okoto 102 f/ s, @ wigzka byla skupiona przy uzyciu luster toroidalnych
pokrytych warstwami platyny i rodu. Dobor energii padajacej na probke odbywat si¢ poprzez
przestawianie monochromatora z podwodjnym krysztalem Si(111) (ang. Double Crystal
Monochromator, DCM). Pomiar promieniowania byt dokonany przy pomocy dyspersyjnego
spektrometru w geometrii von Hamosa z segmentowym krysztalem analizujacym [86]

i dwuwymiarowego detektora promieniowania X typu PILATUS w zakresie energetycznym
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7100 — 7150 eV z krokiem 1 eV. Widma emisyjne byly rejestrowane w zakresie energetycznym
6800 — 7160 eV. Koncowa rozdzielczo$¢ kazdego pomiaru byta obliczana na podstawie
szerokosci potdéwkowej (FWHM) funkcji Gaussa dopasowanej do eksperymentalnie
otrzymanego piku elastycznego. Ostatecznie, caltkowita rozdzielczo$¢ energetyczna pomiaru
wyniosta 1,5(5) eV, na co ztozyla si¢ niepewnos¢ pochodzaca od spektrometru promieniowania
X wynoszaca 1,1(1) eV oraz od szeroko$ci wiagzki padajacej wynoszaca 1,0(5) eV. Niepewnos$é
intensywnos$ci widm obliczana byta jako \/ﬁl , gdzie Nj oznacza intensywnos¢ sygnalu w danym
punkcie i w widmie rentgenowskim otrzymanym z niemodyfikowanej w zaden sposob mapy
RXES. Mapy RXES byty kalibrowane w programie RXES GUI [87]. Wszystkie dopasowania
funkcji teoretycznych do danych eksperymentalnych byty wykonywane metoda najmniejszych
kwadratow w przypadku funkcji liniowej oraz Levenberg’a—Marquardt’a w programie
OriginPro 9.1. Jest to algorytm, ktory jest odpowiednikiem metody najmniejszych kwadratow
stosowanej powszechnie do dopasowywania funkcji liniowych.

Fie
Sde KL 09(0B

Pick 10 calibration points along elastic peak

RXES_GUI - [

125
ergy

Rysunek V. 3 Widok programu RXES_GUI podczas kalibracji mapy

RXES dla folii zelaznej. Insert przedstawia logo programu.
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V.3 Analiza i wyniki

W trakcie eksperymentu zarejestrowano trzy mapy RXES kolejno dla kazdego
opisanego powyzej zwigzku chemicznego. Dane po pomiarze otrzymywane byty jako macierz,
z wartoscig energii padajacej na jednej osi i kanalem energetycznym na drugiej osi. W celu
skalibrowania energii emisji, za pomocg dedykowanego dla wigzki SuperXAS programu
RXES GUI nalezy wykona¢ dopasowanie krzywej kalibracyjnej do piku elastycznego. W ten
sposob dla kazdej energii padajacej mozliwe jest policzenie energii emisji promieniowania.
Ze wzgledu na liniowo$¢ zaleznosci intensywnosci przejs¢ od energii emisji, dopasowywany
byt wielomian rzedu 1, czego efekt jest pokazany na Rys. V. 4 C w postaci profilu ta.

Pierwotnie, nawet skalibrowane mapy RXES byly do$¢ zaszumione oraz miaty
widoczne tto, co znacznie obnizato stosunek sygnatu do szumu w rejonie walencyjnym widm

emisyjnych. Stato si¢ tak ze wzgledu na niski przekroj czynny zjawiska W rejonie walencyjnym
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Rysunek V. 4 Redukcja szumu na mapie RXES na przykiadzie wynikow otrzymanych dla folii zelaznej:
A — dane przed obrobkg, bezposrednio po pomiarze, oraz pojedynczy skan profilu tta dla energii 6970
eV (biata linia); B — dane z wycietym obszarem zawierajqgcym sygnat fluorescencyjny pochodzgcy
od przejs¢ elektronowych oraz piku elastycznego (kolor bordowy); C — profil zmiennosci tla otrzymany

dla catej mapy; D — mapa RXES po odjeciu profilu zmiennosci tla .
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oraz ze wzgledu na obecno$¢ zjawisk towarzyszacych takich jak rozpraszanie promieniowania
X. W celu redukcji tha, za pomoca dopasowywania odpowiedniej funkcji metodg najmniejszych
kwadratoéw wyznaczono jego profil zmiennosci, a nast¢gpnie odjeto tak uzyskane tto od danych
eksperymentalnych. Cata procedura zostanie opisana na przykladzie mapy RXES folii zelazne;.

Przyktad skalibrowanych danych, bezposrednio po pomiarze przedstawia Rys. V. 4 A.
Dane te sg przedstawione w skali bezwzglednej. Dodatkowo zamieszczone jest wycigcie tta dla
energii emisji 6970 eV, aby pokaza¢ wktad pochodzacy od tla. Z takiej mapy wycigte zostaty
wszystkie obszary mogace zawiera¢ sygnat fluorescencyjny pochodzacy od linii Kf’, KBy 3,
KP1s 1 KB’ oraz piku elastycznego (Rys. V. 4 B). Nastepnie, do wartos$ci intensywnosci takiej
mapy, w kierunku rosngcej energii emisji, dopasowywane byly wielomiany 2 stopnia,
co w efekcie dato profil zmienno$ci tta pokazany na Rys. V. 4 C. Warto doda¢, ze wielomiany
1 stopnia niedoszacowywaty wartoéci tta, natomiast wielomiany wyzszego stopnia
powodowaty powstanie artefaktéw z powodu lokalnego przeszacowania wartosci tla.
Na koniec, profil zmiennosci tta byt odejmowany od skalibrowanych danych (Rys. V. 4 A),
co w efekcie prowadzito do redukc;ji tta w danych eksperymentalnych. Efekt ten wida¢ na Rys.
V.4 D. Taka sama procedura kalibracji 1 redukcji tta danych zostala zastosowana do wszystkich
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danych eksperymentalnych. Ostatecznie po znormalizowaniu map do maksymalnej wartosci
na kazdej z nich, otrzymano wyniki pokazane na Rys. V. 5 A-C. Mapy w takiej formie, jak
pokazane na rysunku Rys. V. 5 postuzyty do dalszej analizie wynikow.

Z map na Rys. V. 5 zostaly wyznaczone widma rentgenowskie XAS, HR-XAS oraz
XES. Poniewaz eksperyment byl wykonany w zakresie energetycznym dla widm emisyjnych
6800 — 7160 eV linie Ka nie zostaty zarejestrowane. W dalszej analizie, widma dla czystego
zelaza (Fe®) beda traktowane jako probka referencyjna. Na Rys. V. 6 A przedstawiono uzyskane
z mapy RXES widma emisyjne: glowng lini¢ K oraz obszar walencyjny. W poréwnaniu
do Fe®, piki KB 3 dla a-Fe,03 oraz Fe(NOs)s X 9 H20 s3 przesuniete o kolejno 0 eV i 1.1(7) eV
w stron¢ wyzszych energii, co zgadza si¢ z doniesieniami literaturowymi [30]. Odwrotnie
zachowaty si¢ piki pochodzace od stanéw walencyjnych, gdzie widmo dla Fe(NOs)s x 9 H.0
przesungeto si¢ w strong niskich energii i ktore wida¢ na lewym insercie na Rys. V. 6 A. Ponadto,
w przypadku widma XES dla a-Fe20zi Fe(NO3)z x 9 H>O, wida¢ linig¢ satelitarng KB’. Krawedz
absorpcji Fe dla a-Fe>O3 oraz Fe(NO3)3 x 9 H20 jest wyraznie przesunigta wzgledem krawedzi
dla Fe® w strone wyzszych energii 0 kolejno 10.8(1.0) eV i 11.2(1.1) eV, co wyraznie widaé
na Rys. V. 6 B. Widma XAS tlenku zelaza (III) i azotanu (V) zelaza (III) maja podobng

A

Region walencyjny KB XES KB, , XES B Folia zelazna XAS

—a-Fe,0,
— Fe(NO,), x 9H,0

7.090 7.100 7.110
Energia [eV]

7.053 7.055 7.056
Energia [eV]

Znorm. Int. [j.u.]
Znorm. Int. [j.u.]

— Folia zelazna
— o-Fe,0,
—— Fe(NO,), x 9H,0

3)3

o/

7.110 7.125 7.140

Energia [eV]
7.080 7.110 7.125 7.140
Energia [eV]

T T
7.040 7.060
Energia [eV]

7.020
Rysunek V. 6 A — widma XES wszystkich badanych probek otrzymane w wyniku wykonania catkowania
mapy RXES wzdluz calej energii padajgcej promieniowania X. Insert z lewej strony przedstawia
regiony walencyjne widm XES wszystkich zwigzkow, natomiast insert po prawej stronie przedstawia
zblizenie na maksimum linii Kf13 wszystkich zwigzkéw, B — widma XAS wszystkich badanych prébek
otrzymane w wyniku wykonania catkowania mapy RXES wzdluz calej energii emisji promieniowania
X. Insert przedstawia widma wysokorozdzielcze XAS wydobyte z mapy RXES poprzez catkowanie
intensywnosci fluorescencji dla energii emisji 7,055 keV. Stupki bledow oznaczajg niepewnosci

zdefiniowane jako pierwiastek z wariancji.
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struktur¢ krawedzi absorpcji, zwlaszcza w obszarze warto$ci Eo, jednakze na insercie Rys. V.

6 B widma HR-XAS tych zwiazkow wykazuja widoczne réznice. Wynika to z faktu, iz widma

HR-XAS zostaly otrzymane przez catkowanie mapy RXES dla pojedynczej energii emisji

rownej 7,055 keV, ktéra odpowiada maksimum piku Kpi3. Oznacza to, ze wkiad

do naturalnego ksztaltu linii widmowej pochodzacy od skoficzonego czasu zycia dziury

rdzeniowej zostal zredukowany. Pozwolito to na otrzymanie bardziej szczegdétowych roznic

w widmach absorpcyjnych w przypadku a-Fe203 1 Fe(NO3)s x 9 H20, wynikajacych z réznego

A

_ Do;;asowana'funkcja Géussa
Fe(NO,), x 9H,0 XES

Fe(NO,), x 9H,0, XAS

Znorm. Int. [j.u.]

oY)

| pochodna widma [j.u.]

—— pochodna widma XES

—— pochodna widma XAS

—— | pochodna dopasowania do widma XES

—— f. Gaussa dopasowana do | pochodnej widma XAS
——f. Gaussa dopasowana do | pochodnej widma XES

7000 7.095 7400 7.105 7110 7.115
Energia [keV]
Rysunek V. 7 Identyfikacja szerokosci przerwy

energetycznej dla Fe(NOs3)s x 9 H.O: A -
do

analiza

7.120

Gaussa
B _

dopasowanie  funkcji danych

eksperymentalnych; widm
zrozniczkowanych. Oryginalne zrozniczkowane
widmo XES jest zbyt zaszumione. Pionowe
przerywane linie pokazujq zakres przerwy

energetycznej.

otoczenia chemicznego (w obu zwigzkach
zelazo jest formalnie na III stopniu utlenienia).
W szczegdlnosci, analiza widm HR-XAS
pozwolita na dokladniejsze  okreslenie
struktury piku przedkrawedziowego, ktory jest
manifestacja przejsé elektronowych
ze stanu 1 s zelaza na orbitale typu d lezace
[36]. Piki

przedkrawedziowe dla a-Fe;O3 oraz Fe(NOz)3

powyzej energii Fermiego
x 9 H20 w widmach HR-XAS sg przesunigte
w strong wyzszych energii o kolejno 1,0(8) eV
i 1,7(8) eV wzgledem pierwszego lokalnego
maksimum w widmie XAS Fe®, co w granicy
niepewnos$ci mozna uzna¢ za takie samo
przesunigcie.

Aby wyznaczy¢ szeroko$¢

AE,

przerwy
energetycznej pomiedzy pasmami
przewodnictwa i walencyjnym, nalezy zbadac¢
strukture ostatnich stanow walencyjnych
zwigzku chemicznego 1 pierwszych stanow
niezwigzanych powyzej energii Fermiego.
Oznacza to konieczno$¢ poréwnania struktury
pikow Kpzs z widm XES oraz pikow
odpowiadajacych za przejScia elektronowe
1s > 3d w widmach XAS. W przyjetej
stanu w widmie

konwencji za granicg

przyjmuje si¢ ekstrema I-szej pochodnej
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widma [10]. Polozenie punktéw przegigcia w widmie na podstawie I pochodnej wyznaczano
poprzez dopasowywania funkcji Gaussa do fragmentoéw pochodnej. Jednakze w przypadku
widma dla Fe(NOz3)3 x 9 H20, ze wzgledu na bardzo zty stosunek sygnatu do szumu w rejonie
walencyjnym widm XES, zwyczajne rozniczkowanie widma prowadzilo do bardzo
zaszumionego 1 nieczytelnego wyniku. Aby rozwigza¢ problem nieczytelnej | pochodnej
widma KB XES Fe(NOs)s x 9 H20 do piku Kp25 zostata dopasowana funkcja Gaussa, co jest
pokazane na Rys. V. 7 A. Dalsza analiza byla prowadzona przy uzyciu I pochodnej
dopasowanej funkcji Gaussa pokazanej na Rys. V. 7 B. Ostatecznie na podstawie policzonych
pochodnych 1 dopasowan, wyznaczono wartosci przerw energetycznych dla trzech
zmierzonych zwiazkow Fe?, a-Fe2O3 oraz Fe(NOs)s x 9 H20 réwne kolejno: 1,1(7) eV, 2,1(8)
eV i 3,6(1,1) eV. Dla hematytu wyniki te sa zgodne z wartoSciami otrzymanymi
w eksperymencie XPS (ang. X-Ray Photoemission Spectroscopy, Spektroskopia
fotoelektronéw w zakresie promieniowania X) [79,88]. Jednocze$nie nalezy zaznaczyc,
ze wyniki otrzymane tg metodg nigdy nie beda w pelni zgodne z warto§ciami wyznaczonymi
metodami optycznymi, ze wzgledu na efekty oddzialywania z dziurg rdzeniowa [89].

Lepsze zrozumienie struktury i1 zmian przerwy energetycznej mozna uzyskac
poréwnujac widma eksperymentalne do obliczen ab-initio. W rozdziale 11 pokazano, ze widmo
XES opowiada stanom elektronowym obsadzonym, a widmo XAS elektronowym stanom
nieobsadzonym badanego pierwiastka. Wykonujac pomiary przy krawedzi absorpcji K (7112
eV dla Fe), dostaje si¢ glownie informacj¢ o przejsciach typu ls ->2p oraz z mniejszym
prawdopodobienstwem o przejsciach typu 1s ->3p oraz 1s ->3d. Uwzgledniajac
prawdopodobienstwa przej$¢, za pomocg obliczen teoretycznych mozna w wiarygodny sposob
odtworzy¢ strukture stanow elektronowych. W programie FEFF 9.6 [55] wykonano obliczenia
widm emisyjnych zbadanych zwigzkow w zakresie linii Kp1,3 do obszaru walencyjnego oraz
widm XANES w zakresie od -25 do 80 eV wokot krawedzi K absorpcji zelaza. Dodatkowo
we wszystkich obliczeniach wyznaczono gestosci stanow elektronowych (DOS). Struktury
do obliczen w przypadku folii Zzelaznej 1 hematytu uzyskano z bazy internetowej WebATOMS
[90], podczas gdy struktur¢ azotanu (VI) zelaza (IIT) uzyskano z literatury [91]. Obliczenia
wykonano przy uzyciu algorytmu pelnego wielokrotnego rozpraszania (FMS) poprzedzonego
procedurg pola samouzbieznionego (SCF) dla potencjatow atomowych przyblizonych
modelem studzienkowym. Wakancja rdzeniowa byta modelowana za pomocg modelu
oddzialywania opartego na stanie koncowym (ang. Final State Rule, FSR) [92,93]. Jako
potencjat korelacyjno-wymienny, wybrano Czesciowo Zdelokalizowany potencjat (ang.

Partially Nonlocal). Algorytmy SCF i FMS operowaty w promieniu 9,0 A i 8,0 A, 11,0 A
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A funkcja arctg dla stanow nieobsadzonych B —funkcja arctg dla stanéw nieobsadzonych
funkcja arctg dla stanéw obsadzonych i::::g: :g’g’s‘g:’:;g:‘%':f:::::gx;
funkcja sDOS — = funkcja pDOS dla stanéw obsadzonych
funkcja pDOS funkcja dDOS dla stanéw obsadzonych
funkcja dDOS ——— funkcja sDOS dla stanéw nieobsadzonych
—— funkcja pDOS dla stanéw nieobsadzonych
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C Rysunek V. 8 Poszczeg6lne etapy wyznaczenia
Fe - korekta i o
%1 samoabsorpgji stanéw obsadzonych i nieobsadzonych (A-B) oraz
1,25 zastosowana odwrotna korekta samoabsorpcji
=y (C): A—funkcje DOS zestawione z funkcjami arcus
é tangens dla  stanébw  obsadzonych i
E 0751
E nieobsadzonych; B — funkcje DOS po rozdzieleniu
0’50 7 rr . . .
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0251 HanEEhsperymenalne funkcjami arcus tangens dla stanéw obsadzonych i
—— widmo teoretyczne
widmo teoretyczne skorygowane - njeghsadzonych C — efekt dziatania korekty

0100 1 T T T
7106 7117 7128 7139 7150

Energia [eV] samoabsorpcji na widmo XAS zelaza.

i 10,0 A oraz 8,0 A i 7,0 A dla kolejno Fe?, o-Fe,O3 oraz Fe(NO3)s x 9 H,0. Na tym etapie
nalezy zaznaczy¢ trzy ograniczenia tych obliczen. Pakiet FEFF nie uwzglednia w swoich
obliczeniach efektu samoabsorpcji, zamiast tego jako wynik podajac ,,idealne”, niezaburzone
widma. Po drugie, widma otrzymywane w wyniku koncowym sg czgsto znacznie przesunigte
w skali energii wzgledem tych eksperymentalnych. Wynika to z faktu, iz jednym z przyblizen
zastosowanych w programie jest przyblizenie pola $redniego dla elektronow, ktore moze
skutkowa¢ niepoprawnymi wynikami w obszarze przykrawedziowym widm. Trzecim
ograniczeniem zastosowanych obliczen gestosci standw elektronowych jest fakt, iz nie sg one
réznicowane na stany obsadzone i nieobsadzone. Wszystkie te ograniczenia mozna jednak
skorygowa¢ w toku analizy wynikow obliczen jak to zostato pokazane na Rys. V. 8.

Najpierw nalezy dokona¢ korekty polozenia widma, ktdra polega na poréwnaniu
potozen widm: teoretycznego, eksperymentalnego i przesunigciu tego pierwszego, natomiast

podziat funkcji DOS na stany obsadzone i nieobsadzone wymaga doktadniejszego omdwienia.
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Program FEFF obliczajac funkcje DOS podaje je w energetycznej skali wzglednej E — Ef [eV],
wzgledem poziomu energetycznego Fermiego. Ta sama skala jest rowniez dostgpna dla
obliczonych widm, co jest przydatne przy poréwnywaniu obliczen do eksperymentu. W celu
oddzielenia wktadu od stanow nieobsadzonych do catkowitych funkcji gestosci standw, funkcje

DOS zostalty wymnozone przez tak zwang funkcj¢ skokowa Q(E) [93]:

— 1 E-Ey
Q(E) =05+ —arctan (o,s-rls) (V.1)

gdzie: Ef —energia Fermiego jest parametrem;

;s — szeroko$¢ energetyczna stanu dziury rdzeniowej na poziomie 1 s zelaza rowny

1,19 eV [93];

Analogicznie wykonano mnozenie funkcji DOS przez odbicie lustrzane funkcji opisanej
wzorem (V.1), aby otrzyma¢ wktad pochodzacy od stanéw obsadzonych. Obie funkcje: Q(E)
I Q(-E) wraz z funkcjami DOS przedstawiono na Rys. V. 8 A przed korekta i na Rys. V. 8 B
po korekcie. Jak mozna zauwazy¢, granica obu zakreséw funkcji DOS znajduje si¢ w poblizu
warto$ci E = E¢ przeskalowanej do 0.

Nalezy jeszcze rozwazy¢ efekt samoabsorpcji. W przeprowadzonym eksperymencie,
badane byly probki state, nierozcienczone o grubosci ok. 2 mm. Zgodnie z dyskusja
przeprowadzong w Rozdziale II oznacza to, iz nalezy spodziewac si¢ bardzo silnego efektu
samoabsorpcji. W celu dodania tego efektu do widm otrzymanych ab-initio wykorzystano
program shuzacy do dodania zjawiska samoabsorpcji, opisany w Rozdziale 111 i zastosowano
go do widm teoretycznych XAS obliczonych w programie FEFF. Przyktadowy rezultat
dziatania programu jest pokazany na Rys. V. 8 C. Taka procedura pozwala punkt po punkcie
zmodyfikowa¢ teoretyczne widmo XAS tak, aby w rezultacie otrzyma¢ widmo obcigZone
efektem samoabsorpcji. W przeciwienstwie do dotychczasowego podejscia do problemu
samoabsorpcji, tutaj wykorzystujac wiedze na temat probki mozna wykona¢ modyfikacje
widma otrzymanego metodg ab-initio, ktora upodabnia widma teoretyczne i eksperymentalne,
jednoczesnie nie modyfikujac danych doswiadczalnych. Zaproponowane rozwigzanie jest
jednak bardziej pracochtonne niz dotychczasowe podejscie, dlatego aby usprawni¢ proces,
napisany zostal kod w jezyku C++ umozliwiajagcy wykonanie korekty znormalizowanego
widma. Kod zostat zalaczony na koncu Rozprawy w sekcji Zataczniki. W celu uzyskania
informacji na temat struktury przerwy energetycznej badanych zwigzkow poréwnano widma
eksperymentalne dla wszystkich badanych probek z widmami teoretycznymi po modyfikacji
wraz z funkcjami DOS podzielonymi na stany obsadzone i nieobsadzone. Rezultat pokazany

jest na Rys. V. 9 A-C. W zaleznosci od zmiany wilasno$ci przewodzacych probek, stany
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walencyjne 1 nieobsadzone odsuwajg si¢ od siebie. Ponadto, kazdy zwigzek ma inng strukture
elektronowa, ktéra wptywa na przerwe energetyczng. Dla kazdego zwigzku, w funkcjach DOS
wyroznia sie wspolny podwajny pik przy energiach od -3 eV do 4 eV, od 0 eV do 7 eV oraz
od 2 eV do 7 eV wzgledem Er dla kolejno FeP, a-Fe203i Fe(NOs)s x 9H20, reprezentujacy
nieobsadzone orbitale typu d. Ksztatt piku odzwierciedla wilasciwosci fizyczne materiatu:
w przypadku Fe®, elektrony walencyjne sa wstrzykiwane z pasma przewodnictwa do pasma
przewodnictwa i zdelokalizowanej chmury elektronéw charakterystycznej dla metalu, stad
wokot atomow jest ich mniej. W Fe(NO3)3 X 9H20 tworzg si¢ silne wigzania spolaryzowane,
a grupy NOs" sg donorami elektronow, przez co efektywnie wiecej elektrondw jest na powtoce
walencyjnej Fe. Z kolei w a-Fe>O3 sytuacja jest posrednia: tworzg si¢ silne wigzania z donorami
elektronow jednakze polaryzacja wigzania jest duzo mniejsza. W zalezno$ci od zwigzku
chemicznego zmienia sie rowniez ksztalt przerwy energetycznej. W przypadku Fe® stany
obsadzone i nieobsadzone nachodzg na siebie, a ponadto sktadajg si¢ gtdéwnie z orbitali typu d,
z niewielkg domieszka orbitali typu s i p. Z kolei w hematycie, stany sg bardziej rozsunigte,
jednakze ciggle graniczg ze soba, a gtowny wklad do struktur granicznych wokot przerwy
energetycznej maja mieszane orbitale powstajace w wyniku hybrydyzacji standw typu p tlenu
i d zelaza. W przeciwienstwie do pozostatych dwdch zwiazkoéw, stany elektronowe obsadzone
i nieobsadzone azotanu sg calkowicie rozdzielone. Pasmo przewodnictwa Fe(NOz)3 x 9H,0
sktada si¢ z standow nieobsadzonych typu d zelaza i typu p tlenu, podobnie jak w hematycie.
Dodatkowo, w przypadku a-Fe2Ozi Fe(NOz)3 x 9H20 w odlegtosci okoto -20 eV od Er, obecna
jest struktura — pik KB’’ sktadajaca si¢ z orbitali typu s tlenu oraz w przypadku azotanu rowniez

domieszek orbitali typu s azotu. Jest to widoczny wplyw atomow Il strefy koordynacyjne;:

A ——widma eksperymentalne Fe® A B —— widma eksperymentalne a-Fe,0; C ——widma
eksperymentalne
Fe(NO;), x 9H,0
=2 = =]
E £ £
E E E
2 | —Fespos 2 | ——Feppos 2 Fe pDOS
N | ——FepDOsS N | ——FedDos N | ——FedDOs ’
Fe dDOS 0sDOS ! 0sDOS .
—— widma ——opRos " ——opbDos
—— widnja teoretyczne " -~ - NpDOS y
! - = Nspod :
'. p. ! —— widma feoretyczne )
" A (7]
! T =4 A Aty N
A ve ot L »
-10 -5 0 5 -20 -10 0 -20 -10 0 10
E-E¢[eV] E-E[eV] E-EeV]

Rysunek V. 9 Wyniki eksperymentu obrazujgce przerwe energetyczng: widma eksperymentalne oraz
teoretyczne wraz z funkcjami DOS policzonymi w pakiecie FEFF i odtwarzajgcymi eksperyment dla: A
— folii zelaznej, B — o-Fe;03; C — Fe(NOs); X 9 H0.
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w azotanie atomy azotu sg zwigzane z zZelazem poprzez atomy tlenu. Nalezy zaznaczyc,
iz w rejonie piku Kf’’ azotanu (Rys. V. 9 C) statystyka pomiaru nie pozwala jednoznacznie
stwierdzi¢ obecnos$ci tego elementu widma. Potozenie poszczegolnych pikow w widmie XES
mozna porowna¢ z danymi XPS dla a-Fe2,03. Wedtug nich, w odlegtosci -23 eV od Er znajduja
si¢ stany 2s tlenu, natomiast w odlegloéci -7 eV od Ef znajdujg si¢ stany 3p tlenu, ktore
hybrydyzuja ze stanami 3d zelaza [94]. Z kolei na podstawie widma XES, réznica energii
miedzy stanami rdzeniowymi O 2s i walencyjnymi O 3p wynosi 16 eV, co jest zgodne
z wynikami obliczen w programie FEFF. Na koniec, wyznaczone réznice w potozeniach pikow
KB’ i KB2,5 pomiedzy widmami o-Fe2O3 i Fe(NO3z)z x 9H20 wyniosty kolejno 3.4(6) eV
I 1.7(2.3) eV co sugeruje obecno$¢ innego typu wigzania chemicznego pomigdzy tymi
zwigzkami oraz wskazuje na udziat orbitali N 2s w strukturze KB’’ Fe(NO3)3 x 9H0. Trzeba
jeszcze zwrdci¢ uwage na fakt, iz widma eksperymentalne sg znacznie bardziej poszerzone, niz
teoretyczne oraz, ze przesunigcie widm teoretycznych wzgledem wynikow eksperymentu jest
w wigkszych odleglosciach od Er (ok. 20 eV). Wicksze poszerzenie jest efektem zwigkszenia
statystyki pomiaru. Aby to osiggnac¢, analiza byta dokonywana na wigkszym wycinku mapy
RXES, a widma poszerzone sa dodatkowo 0 zdolnos$¢ rozdzielcza eksperymentu (1,5(5) eV).
Niezgodno$¢ w potozeniu piku KB’ pomiedzy wynikiem eksperymentalnym i teoretycznym,
obliczonym w pakiecie FEFF, ktora wida¢ np. na Rys. V. 9 B, wynika z ograniczen
zastosowanego formalizmu FMS. Obliczenia oparte o pelne wielokrotne rozpraszanie
sa poprawne tylko w rejonie krawedzi absorpcji do okoto 30 eV, natomiast w miar¢ oddalania
si¢ od niej niepewnos¢ wyniku obliczen gwaltownie rosnie [28]. Majac to na uwadze nalezy
pamigtac, iz obliczenia oparte o formalizm FMS prowadzone w duzej odleglosci energetyczne;
od krawedzi absorpcji pozwalajg jedynie na jakosciowg analize wynikow.

Mapy RXES pokazane na Rys. V.5 mozna réwniez odtworzy¢ teoretycznie za pomocg
rownan opisanych w Rozdziale Il i rownania (111.15). W tym celu wykorzystano program
FEFF oraz program napisany w $rodowisku Mathematica 11. Na podstawie widm ab-initio
XAS i XES Fe?, a-Fe;03 i Fe(NO3)s x 9H20 otrzymanych w programie FEFF wyliczono mapy
RXES dla tych zwiagzkoéw. Wynik zostat pokazany na Rys. V. 10 a-c. W celu redukcji czasu
obliczen, ograniczono obszary energii padajacej i emisji do najbardziej charakterystycznych
regionow. Poréwnujac Rysunki V. 5 oraz V. 10 wida¢, iz w obliczeniach teoretycznych nie ma
piku elastycznego. Jego powstawanie nie wynika z teorii opisanej przez program FEFF i jest
efektem dodatkowym zachodzacym z powodu innego, nieuwzglednionego w obliczeniach
zjawiska fizycznego. Poza tym wszystkie elementy widoczne na mapach eksperymentalnych

(Rys. V. 5) zostaly odtworzone w trakcie obliczen. Na przyktad, w trakcie eksperymentu
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Rysunek V. 10 Mapy RXES zmierzonych probek
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przejscia walencyjne w Fe(NO3)s X 9H20 zostaly zarejestrowane z bardzo zlg statystyka,
co szczegolnie wida¢ na Rys. V. 9 ¢. W takim przypadku obliczenia ab-initio pozwolity
na potwierdzenie obecnosci przejscia KB’” w odlegtosci -20 eV od krawedzi absorpcji. Nalezy
jednak pamietac, iz wyznaczono mapy RXES w oparciu o obliczenia ab-initio w programie
FEFF. Jak juz to opisano wczesniej, metoda FMS jest obarczona kilkoma ograniczeniami,
w szczegolnosei jesli chodzi o wyznaczenie potozenia poziomu Fermiego Er. Oznacza

to, ze otrzymane mapy RXES powinno si¢ traktowac jakosciowo.

85



V.4 Podsumowanie

W ramach eksperymentu, wykonano pomiary RXES trzech zwigzkow zelaza

o r6znych wlasnosciach przewodzenia pradu elektrycznego: Fe®, a-Fe;Os i Fe(NO3)s x 9H-0.

Celem doswiadczenia, byto zbadanie réznic w strukturze przerwy energetycznej wymienionych

zwigzkoOw chemicznych 1 skorelowanie funkcji gestosci  stanow  elektronowych

z poszczegolnymi elementami widm rentgenowskich. Zademonstrowano mozliwosci metody

RXES jako narzedzia, ktore uzupeilnione obliczeniami teoretycznymi, pozwala wyznaczyé

kompletng struktur¢ elektronowa prostych zwiazkow chemicznych o uporzadkowanej

strukturze krystalicznej. W szczegolnosci w trakcie eksperymentu:

»  Przy pomocy pomiarow map KB RXES otrzymano informacj¢ zaréwno o stanach
obsadzonych, jak i nieobsadzonych Fe w badanych zwigzkach;

»  Opracowano metodologie analizy map RXES oraz zidentyfikowano ograniczenia
techniki pomiarowej, w szczegdlnosci obecnos¢ efektu samoabsorpcji, dlugiego czasu
pomiaru oraz niskiej statystyki pomiaru w rejonie v2c XES;

»  Przy pomocy obliczen ab-inito w programie FEFF, w widmach XES zidentyfikowano
piki KB13, KB’, KB2s oraz KB oraz w widmach absorpcyjnych przejécia elektronowe
1s ->3d i 1s -> 4p dla zelaza w badanych zwigzkach;

»  Opracowano model pozwalajacy na dodanie efektu samoabsorpcji do widm ab-initio;

» W wyniku obliczen funkcji DOS, stwierdzono, ze struktura przerwy energetycznej
w badanych zwigzkach zawiera intensywny, podwojny pik w funkcji gestosci stanow
nieobsadzonych typu d zelaza. W zaleznosci od zwiazku chemicznego, w jakim
znajdowat si¢ metal, pik zmienial swoj ksztalt. Jest to charakterystyczna struktura funkcji
gestosci standow dla wszystkich metali typu d, oprocz metali szlachetnych gdyz ich
powtoka walencyjna jest w petni zapetniona [95-97].;

>  Wyznaczono przerwy energetyczne w trzech zmierzonych zwigzkach: Fe®, a-Fe,O3 oraz
Fe(NOz)3x 9 H20 wynoszace kolejno: 1.1(7) eV, 2.1(8) eV i 3.6(1.1) eV,

» W oparciu o rdwnanie Kramersa-Heisenberga i wyniki obliczen w programie FEFF,
obliczono teoretyczne mapy RXES dla Fe°, o-Fe,O3 oraz Fe(NOs)s x 9 H20 z dobra
zgodno$cig z eksperymentem;

»  Whykazano, ze technika RXES moze by¢ wykorzystywana z powodzeniem W pomiarach

probek krystalicznych zwigzkdéw nieorganicznych metali grupy d;

86



V1. Badanie kompleksow bialka prionowego z jonami
Cu(ll) metoda XANES

VI.1  Wstep

A. Choroby neurodegeneracyjne

Obecnie choroby neurodegeneracyjne s3 uznawane za problem cywilizacyjny. Zaliczaja
si¢ do nich takie jednostki chorobowe jak choroba Alzheimera i Parkinsona, ktore wedtug
danych epidemiologicznych sg jednymi z najcz¢sciej wystepujacych zaburzen [98]. Innymi
chorobami neurodegeneracyjnymi, tak zwanymi pasazowalnymi encefalopatiami ggbczastymi
(ang. Transmissible spongiform encephalopathies, TSE) albo chorobami prionowymi
sg dolegliwo$ci przenoszone przez wirulentny czynnik biatkowy, prion. Wedlug danych
epidemiologicznych, najczesciej wystgpujacymi chorobami prionowymi u ludzi sg Chroroba
Creutzfeldta-Jakoba, Zespot Gerstmanna-Stréusslera-Scheinkera oraz choroba Kuru [99].
Réznica pomiedzy chorobami Alzheimera i Parkinsona a chorobami prionowymi polega
na tym, ze te drugie moga by¢ przenoszone przez priony. Wspolny mianownik wszystkich
chorob neurodegeneracyjnych to podobny zespot objawow: stopniowy zanik zdolnos$ci
kognitywnych i postgpujace zaburzenia uktadu ruchowego oraz mig$niowo-szkieletowego.
Wynikaja one ze stopniowej akumulacji biatek w postaci nierozpuszczalnych agregatow
w Centralnym Ukladzie Nerwowym, prowadzacej do $mierci komorek nerwowych.
Dotychczas zidentyfikowano ponad 90 bialek, ktoére maja mozliwos¢ nieprawidlowego

fatdowania prowadzac do chordob neurodegeneracyjnych [100,101].

B. Biatko PrP°
W przypadku choréb prionowych, jednym z kluczowych biatek jest ludzkie biatko
prionowe huPrP® (ang. human Protease Resistant Protein) o strukturze pokazanej na Rys. VI.
1. Jest to biatko blonowe, ktore w natywnej formie jest zbudowane z 209 aminokwasow
utozonych w dwie domeny strukturalne [103,104]. Pierwsza, C-koncowa domena ma forme
globularng, jest hydrofobowa strukturg zbudowanag gtownie z o—helis i zakotwicza biatko
w blonie. Nieustrukturyzowana N-terminalna domena biatkowa znajduje si¢ poza btong

komoérkowsa 1 jest skierowana ku zewnegtrzu komorki. W tej domenie znajdujg si¢ cztery
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Biatko huPrP¢ i
jego najwazniejsze
fragmenty

Fragment ,non-

octarepeat” .

Hydrofilowa, N-
terminalna,

nieustrukturyzowana

domena

~

N-koniec

Zewnetrze komorki

Rysunek VI. 1 Struktura biatka prionowego, jego zakotwiczenie w blonie komorkowej oraz szczegotowa
budowa fragmentu ,,octarepeat” (insert). Gtowng strukture zaczerpnigto z pliku 2lmt.pdb, a strukture
domeny z pliku 2kkg.pdb z bazy RCSB PDB. Rysunek przettumaczony z [102].

tandemowo utozone sekwencje o$miu aminokwaséow PHGGGWGQ?® zwanych regionami
,octarepeat” [105-108] (ang. octa — osiem, repeat — powtorzenie). Dodatkowo, pomiedzy
domenami wystepuje krotki fragment nazwany fragmentem ,,non-octarepeat”. Oba
te fragmenty majg bardzo silne powinowactwo do jonéw Cu(II) i Zn(I1) [109,110] oraz nieco
mniejsze do innych dwuwartosciowych jonow metali [105].

Biatko PrP® ma mozliwos¢ spontanicznej transformacji z izoformy PrPC
do patologicznej, zle sfatdowanej izoformy scrapie, PrPS° [111-117]. Jest to proces lezacy
u podstawy choréb prionowych. Postepujaca agregacja btednie sfatdowanych biatek PrPs
powoduje $mier¢ komodrek nerwowych, co w efekcie uposledza zdolnosci ruchowe
i kognitywne pacjenta [101]. W przeciwienstwie do PrP¢, forma scrapie jest niezwykle stabilna
1 odporna na enzymy proteolityczne oraz czynniki srodowiskowe. Wynika to z faktu, iz w tej
formie strukturalnej w obu domenach dominujg B-kartki tworzace bardzo stabilny uktad

[118,119] pokazany na Rys. VI. 2, ktory dodatkowo jest w duzej cze$ci hydrofobowy,

3 Kazda litera oznacza jeden aminokwas: P — prolina; H — histydyna; G — Glicyna; W — tryptofan; Q - Glutamina
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co sprzyja agregacji. PrP° jest rowniez wirulentne, moze rekrutowaé inne biatka PrP°
1 zmienia¢ ich konformacje.

Biatko PrP® wystepuje gtéwnie w przestrzeni presynaptycznej, w ktorej rowniez
wystepuja najwigcksze w organizmie stezenia jonéw Cu(Il) 1 reguluje ich stezenie
[105,120,121]. Jednakze rola tego biatka nie jest ograniczona jedynie do regulacji, bowiem
udowodniono, iz posiada ono réwniez funkcje receptorowe dla biatka amyloidu—f, ktdre jest
glownym czynnikiem biatlkowym w chorobie Alzheimera [122,123]. Wykazano réwniez,
iz nadmierna ekspresja genu PRNP kodujacego biatko PrP® u myszy chroni przed zaburzeniami
w zdolnosciach poznawczych wywotywanymi przez rozwdj choroby Alzhaimera [123-125].
Jednoczes$nie, zwierzeta nie posiadajace genu PRNP, cierpiaty na duzo wieksze uszkodzenia
w wyniku dziatania wolnych rodnikéw, gdyz aktywno$é enzymu dysmutazy ponadtlenkowej
byla znacznie obnizona [126]. Powigzano to z faktem, iz biatko PrP¢ moze wiaza¢ jony Cu(II)
i w rzeczywistosci dziata¢ jak dysmutaza ponadtlenkowa [127]. Z drugiej strony usuni¢cie
fragmentow PHGGGWGQ z biatka spowodowato znaczne spowolnienie postepoéw choroby.
Jednym z niedawno odkrytych mechanizmow ochronnych wiazania Cu(Il) do rejonu ,,non-
octarepeat” jest blokowanie przez jon Cu(Il) dziatania enzymow a—proteinaz na granicy domen
[128]. Z drugiej strony, niezalezne badania dowiodly, iz wigzanie jondow miedzi przez biatko
PrP moze prowadzié do rozwoju chordb neurodegeneracyjnych [116] poprzez

ustrukturyzowanie N-terminalnej domeny [114].

Rysunek VI. 2 Schemat konwersji biatka prionowego z a-helikalnej izoformy a) PrP® do izoformy
b) PrP*® bogatej w f-kartki. Rysunek pobrano z artykutu [129]. Copyright © 2018 CSEG.
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C. Struktura komplekséw PrP¢-Cu(ll)

Rozwazajac strukture kompleksu PrP® z metalem mozna si¢ ograniczyé do domeny
N-terminalnej, gdyz to w niej znajdujg si¢ miejsca wigzace metale. Istniejg potencjalne miejsca
wigzgce Cu(Il) w domenie globularnej biatka, jednakze udowodniono, iz nie wigza one jondéw
Cu(Il) jezeli biatko ma izoforme PrP€ [119]. Tym samym, w biatku PrP¢ aktywnych pozostaje
pie¢ miejsc wigzacych: cztery w rejonie ,,octarepeat” i jedno w rejonie “non-octarepeat”
[105,119].

[lo$¢ koordynowanych jonow metalu przez biatko silnie zalezy od pH i calkowitego
stezenia jonow metalu w roztworze [129]. Kazda z sekwencji PHGGGWGQ w warunkach
fizjologicznych, oraz przy odpowiednio wysokim stezeniu jondw moze przytaczy¢ jeden jon
Cu(Il) lub Zn(II). Struktura miejsca wigzacego miedz byta badana na przestrzeni ostatnich
dwudziestu lat. Wykorzystujac miedzy innymi potaczone metody Krystalografii
Rentgenowskiej oraz Elektronowego Rezonansu Paramagnetycznego (ang. Electron
Paramagnetic Resonance, EPR) [108], obliczenia teoretyczne metodg Teorii Funkcjonatu
Gestosci, (ang. Density Functiona Theory, DFT) [130], zaproponowano pigcioczionowe
srodowisko koordynacyjne jonu Cu(Il). W tej geometrii, w pozycji ekwatorialnej jon Cu(Il)

jest koordynowany przez dwa atomy N pochodzace z glicyny, jeden atom N pochodzacy

z pier$cienia imidazolowego histydyny, oraz przez atom O z grupy CO. Dodatkowo, w pozycji

Rysunek VI. 3 Pierwsza struktura jonu Cu(ll) zwigzanego przez peptyd HGGW, bedgcy subsekwencjq
PHGGGWGQ. Rysunek skopiowany za zgodq z [108]. Copyright © 2018, American Chemical Society.
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aksjalnej znajduje si¢ czasteczka wody [108,129-133]. W ten sposob stabilizowany przez
czasteczke wody jon Cu(Il) jest efektywnie koordynowany przez dwa pigciocztonowe i jeden
siedmiocztonowy pierscien helatujacy. W przypadku duzej nadwyzki biatka wzgledem jonow,
jon Cu(Il) jest stabilizowany przez cztery pierscienie imidazolowe w pozycjach
ekwatortialnych. Za pomocg metody XAS potaczonej z EPR wykazano, Ze istnieje funkcyjna
zalezno$¢ miedzy geometrig wigzania Cu(Il) w biatku prionowym, i stezeniem Cu(Il)
[106,114]. W szczegodlnoéci, wyrdzniono trzy ogdlne sytuacje: 1) PrPC jest znacznie wigcej niz
Cu(1); 2) PrP®i Cu(Il) sa w stosunku okoto 1:1 oraz 3) PrP® jest znacznie mniej niz Cu(II).
Pierwsza sytuacja jest manifestowana tworzeniem si¢ kompleksu, w ktorym jon Cu(Il) jest
koordynowany przez cztery grupy imidazolowe. Tego typu kompleksy Cu(Il) byly intensywnie
badane metodami DFT, XAS oraz Jadrowego Rezonansu Magnetycznego [114,131,134].
Nalezy jednak dodaé, ze trzy atomy N pochodzace od pierScienia imidazolowego
sa potwierdzone i pewne, natomiast natura ligandu w czwartej pozycji ekwatorialnej jest
dyskusyjna [134,135]. Druga sytuacja jest to opisany powyzej jon Cu(Il) koordynowany przez
dwa pigcioczionowe 1 siedmiocztonowy pierscien helatujacy, jeden pierscien imidazolowy
i czasteczke wody. Z kolei trzecia mozliwos$¢ jest podobna do drugiej, jednakze zostaje zaje¢tych
wigcej miejsc wigzacych Cu(Il) [106,114].

Drugim silnie wigzanym do biatka PrP¢ jonem jest Zn(ll). Powoduje to istnienie
mechanizmow wzajemnej wymiany jonow Cu(ll) i Zn(11) w funkcji ich stezenia i pH roztworu
w kompleksach PrPC-zn(11) i PrP¢-Cu(ll) [136,137]. Mimo niewielkich réznic migdzy Zn(II)
a Cu(Il), ze wzgledu na bardziej zamknigtg konfiguracje elektronowa Zn(II), jon ten moze by¢
koordynowany w mniej réznorodny sposob. W biatku PrPC dotychczas potwierdzono istnienie
jednego modu wigzacego Zn(Il) w postaci trzech atoméw N pochodzacych z pierscieni
imidazolowych [131,133,134]. Jednocze$nie kompleksy biatka prionowego z cynkiem

sg stabilniejsze i duzo mniej podatne na czynniki sSrodowiskowe niz z miedzia.
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VI.2  Opis eksperymentu

Glownym celem przeprowadzonej serii eksperymentow bylo zrozumienie
molekularnych podstaw amyloidogenezy oraz zidentyfikowania, jaka rolg w tym procesie
odgrywaja jony metali dwuwarto$ciowych. W przeprowadzonych badaniach gtéwnym uzytym
modelem bylo ludzkie biatko prionowe huPrP® (23-231) (fragment sekwencji aminokwasow
o numerach od 23 do 231). Celami szczegotowymi byly:

1) Zbadanie makroskopowych wiasno$ci monomeru PrPCi ocena stopnia agregacji biatka;

2) Opracowanie metodologii eksperymentalnej i analizy danych XAS dla metalobialek,
w szczegolnosci tych opartych na Cu(Il);

3) Potwierdzenie stechiometrii wigzania Cu(Il) w probkach i opracowanie modelu
kompleksu PrP¢-Cu(ll);

4) Zbadanie wptywu srodowiska, w jakim znajdowato si¢ biatko na otrzymane wyniki;

5) Zrozumienie natury wytworzonych komplekséw PrP®-Cu(ll) na poziomie

elektronowym i przetozenie tych wnioskdw na zachowanie biatka;

Cze$¢ eksperymentalna projektu byta podzielona na dwa gtowne etapy, przy czym

pierwszy, obejmujacy przygotowanie probek, nie jest przedmiotem niniejszej rozprawy.

A. Otrzymywanie biatka PrP® i tworzenie kompleksu PrPc-Cu(ll)

Do eksperymentu, zarébwno czyste biatko, jak i kompleks PrP¢-Cu(ll) otrzymano
w ramach realizacji projektu NCN OPUS nr. 2014/15/B/ ST4/04839. Biatko byto otrzymywane
na drodze ekspresji plazmidu w bakterii BL21DE3 E. Coli, i systemu ekspresji genéw
bakteriofaga T7 [108,138]. Oczyszczanie nastgpowato za pomocg chromatografii
jonowymiennej w kolumnie CM-Sepharose przy zastosowaniu liniowego gradientu Nacl,
10 ml stezenia fosforandéw 1 pH 6,4. Czystos¢ koncowego produktu, potwierdzona
elektorforetycznie i za pomocg spektrometrii mas, byta wyzsza niz 98 %. Kompleks PrP¢-
Cu(1l) w formie wodnego roztworu byt otrzymywany przez powolne miareczkowanie roztworu

biatka w buforze cytrynianowym 0 pH 5,4 za pomocg CuCl,.

B. Pomiary XAS komplekséw PrPC-Cu(ll)
W trakcie badan biatka, wykonano dwa eksperymenty XAS. Ponizej znajduje si¢

doktadny opis parametréw eksperymentow:
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1)

2)

Pierwszy pilotazowy eksperyment wykonano na wigzce SuperXAS (10XDA) w Swiss
Light Source w Paul Scherrer Institut, Szwajcaria. Pomiary byly przeprowadzone
w temperaturze pokojowej na liofilizowanym kompleksie PrPC-Cu(ll) (23-231) w rejonie
krawedzi K miedzi. Eksperyment przeprowadzono w modzie fluorescencyjnym. Strumien
fotondw wynosit okoto 1012 fotonw/ 4 wiazka byta skolimowana za pomoca dwoch luster
wygigtego i toroidalnego pokrytego warstwami Rh i Pt. Dobor energii w zakresie 8950 —
9100 eV byl zapewniony przez wykorzystanie krzemowego (111) podwdjnego
monochromatora. Akwizycje danych przeprowadzono za pomoca pigcioelementowego
detektora promieniowania X firmy SGX SensorTech. Ze wzgledu na ogdlng wrazliwos¢
metaloprotein na fotoredukcje w celu zredukowania efektu do minimum, pomiar kazdego
widma byt dokonywany w innym punkcie probki. Tego typu podejscie jest sprawdzonym
sposobem redukcji uszkodzen radiacyjnych [139]. Jako referencj¢ zmierzono widmo folii
Cu.

Drugi eksperyment wykonano na wigzce SuperXAS w PSI, w warunkach takich samych
jak pierwszy 1 przy pomocy takiego samego detektora. Jednakze tym razem badano probki
wodne o stezeniu 50 uM jondéw miedzi: kompleksu PrPS-Cu(ll), buforu cytrynianowego
Cu-Accy, Cu-pht (Sigma-Aldrich), CuSO4 (Sigma-Aldrich), kompleksu Cu(Il)-L-Histydyna
(Cu(I)-L-His). Kompleks Cu(Il)-L-His zostat przygotowany na drodze reakcji chemicznej
wedlug [140] przy uzyciu L-Histydyny (Sigma-Aldrich) oraz CuSOs (Sigma-Aldrich)
w stosunku ilosciowym 2:1. Probki byly mierzone w kapilarach kaptonowych
(GoodFellow) o grubosci $cianek 0,03 mm (£ 20 %) i calkowitej $rednicy 3 mm.
Ze wzgledu na podwyzszone ryzyko fotoredukcji kazde widmo byto zbierane w innym
miejscu kapilary lezacej poziomo, a catkowity czas pomiaru nie przekraczat 15 minut
na punkt. Ze wzgledu na niskie ste¢zenie probek 1 konieczno$¢ redukcji napromieniania
probek pomiar ograniczyt si¢ do czesci XANES widm rentgenowskich, a krok energetyczny
widm wyniést 1 eV. W efekcie zebrano duza statystyke widm: 27 PrPC-Cu(ll), 20 Cu(l1)-
pht, 22 Cu(Il)-L-His, 26 Cu(Il)-Accz, 26 CuSOa.
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VI.3  Analizaiwyniki

Ponizej zostang przedstawione wyniki eksperymentow w takiej kolejnosci, w jakiej
zostaty opisane powyzej. Ponadto, ze wzgledu na fakt, iz w trakcie analizy uzyto kilku
dodatkowych metod pomocniczych, beda one przyblizane Czytelnikowi w trakcie

prezentowania wynikow.

A. Pomiary XAS zliofilizowanego kompleksu PrP¢-Cu(ll) na wigzce

SuperXAS w PSI — otrzymanie struktury kompleksu PrP¢-Cu(ll)
Pierwsze wyniki, jakie zostaly otrzymane w wyniku pomiaréw probek kompleksu
biatka PrP¢-Cu(1l) sa to rezultaty eksperymentu przeprowadzonego na probkach kompleksu
biatka po liofilizacji. W niezaleznym eksperymencie wykazano brak agreacji biatka
w pierwotnym roztworze PrP®, i po wytworzeniu kompleksu PrPC-Cu(ll), oraz oszacowano
rozmiar globularnej domeny biatka na 4,4(7) nm [141]. Ze wzglgdu na trudnosci techniczne

w trakcie pomiardw na wigzce SuperXAS otrzymano jedynie widma Cu(0) oraz kompleksu

Cu(0) - folia
—— doswiadczalne widmo PrP-Cu(ll)
—— doswiadczalne widmo Cu(ll)-pht

Znorm. Int. [j.u.]

Znorm. Int. [j.u.]

T T
8970 8980 8990 9000
Energia [eV]

| v | v | | v 1
8975 9000 9025 9050 9075

Energia [eV]

Rysunek VI. 4 Widmo kompleksu PrP®-Cu(ll) (23-231) poréwnane do widma kompleksu Cu(ll)-
ftalocyjanianu i folii miedzianej. Insert przedstawia zblizenie na rejon krawedzi i przejscia 1s -> 4p
oraz Il pochodne. Przerywanymi liniami zaznaczono polozenie krawedzi absorpcji wedlug miejsc

zerowych Il pochodnych widm absorpcyjnych.
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biatkowego. Referencja Cu(0) postuzyta do kalibracji i znalezienia krawedzi K absorpcji
Cu wynoszace] 8979 eV. W celu zmierzenia widm XAS dodatkowych zwigzkow
referencyjnych wykonano pomiary uzupelniajagce na wigzce XAFCA [142] w Singapore
Synchrotron Light Source, dzigki uprzejmo$ci dr Agnieszki Bana$§ oraz dr Xi Shibo.
Do poréwnania z widmem kompleksu biatkowego wybrano kompleks Cu(Il)-ftalocyjanianu.
Jest to kompleks organiczny miedzi na Il stopniu utleniania. Rezultat zostat pokazany na Rys.
VI. 4. Ze wzgledu na niskie stezenie Cu w probce, otrzymane widmo PrP¢-Cu(ll)
charakteryzowato si¢ duzym zaszumieniem i dlatego poddano go procedurze gladzenia
wykorzystujac filtr Szybkiej Transformaty Fouriera (ang. Fast Fourier Transform, FFT),
z krokiem o rozmiarze 5 punktow. Wszystkie widma na Rys. VI. 4 zostaly skalibrowane
wzgledem pierwszego punktu przegiecia w widmie Cu(0) (8979 eV) i znormalizowane
wzgledem pierwszego miejsca zerowego w ich II pochodnej. W wyniku poréwnania
Il pochodnych widm na Rys. VI. 4 otrzymano przesunigcie krawedzi absorpcji Cu o 4(1) eV
w strong wysokich energii dla PrP¢-Cu(ll) i Cu(ll)-ftalocyjanianu wzgledem Cu(0). Tak
znaczne przesunigcie krawedzi absorpcji oznacza duze rdznice w sgsiedztwie atomowym oraz
w gestosciach stanow Cu, ktore przektadajg si¢ na wyzszy stopien utlenienia Cu w kompleksach

organicznych. Oznacza to, iz jon Cu(Il) nie ulegt zjawisku fotoredukcji pod wptywem wiagzki

A) B)

A

1s - 4p 1s - 4p + LMCT

4p —_—

Energia
=
=

ligand”” ligand”” ligand

- %

Stan podstawowy Stan wzbudzony - dziura rdzeniowa w stanie 1s

Rysunek VI. 5 Struktura stanow elektronowych w kompleksie Cu(ll): A— bez transferu tadunku w stanie
podstawowym; B — wzbudzenie jonu Cu(ll) i powstanie wakancji w stanie 1s; C — transfer tadunku

w wyniku relaksacji standéw 3d Cu(ll).
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promieniowania rentgenowskiego. Struktura obecna w widmach PrPS-Cu(ll) i Cu(ll)-
ftalocyjanianu w rejonie 8984 eV jest charakterystyczng dla wieloelektornowego przejscia typu
,,shakedown” 0znaczanego czesto jako 1s -> 4p + LMCT (ang. Ligand to Metal Charge
Transfer, LMCT) [143]. Przy energiach 8995 eV — 9005 eV na Rys. VI. 4 wida¢ przejscia
tworzace gltéwna czg$¢ krawedzi absorpcji, zachodzace ze stanéw 1s na stany 4p. Pik
przedkrawedziowy, czyli przejscia 1s -> 3d jest niewidoczny ze wzgledu na statystyke pomiaru.
Przej$cia powyzej biatej linii zachodzg na wyzsze stany nieobsadzone, a ponadto cz¢s$¢ struktur
ma wktad od zjawiska EXAFS.

Widma XAS zwigzkéw miedzi na +2 stopniu utleniania posiadaja charakterystyczne
przejécia 1s -> 4p + LMCT, zwane przejsciami ,,shakedown” [143]. Sa one bezposrednia
konsekwencjg transferu tadunku z orbitali ligandu na orbitale metalu. W momencie, gdy
powstanie wakancja w rdzeniu atomowym, a elektron rdzeniowy zostaje wzbudzony powyzej
energii Fermiego, elektrony walencyjne zaczynaja silniej odczuwaé efektywny potencjat
pochodzacy od jadra atomowego [144,145]. W efekcie nastgpuje niewielka relaksacja stanow
walencyjnych i ich przesunigcie energetyczne. Jezeli przesunigcie standéw walencyjnych metalu
jest wystarczajaco duze, mogg one znalez¢ si¢ nizej na skali energii niz stany walencyjne
ligandow. Moze to doprowadzi¢ do transferu tadunku (elektrondw) z ligandu na metal, gdyz
bedzie to korzystne energetycznie dla calego uktadu. Caly proces pokazany jest na Rys. VL. 5
A-C. Jest to stabo zbadany efekt, ktory wystgpuje nie tylko w zwiazkach Cu, ale réwniez
w zwigzkach innych metali, w szczegolnosci Cr oraz Zn. W metalu 3d z niezapelniong
catkowicie powloka 3d, gdy w wyniku powstania dziury rdzeniowej w stanie M 1s (orbital
I's metalu) nastepuje przesuniecie na skali energii stanow walencyjnych M 3d ponizej orbitali
L 2p (tutaj L = N i/lub O) [144,145]. W wyniku usunigcia elektronu ze stanu M 1s, stany M 3d
odczuwajg silniejszy efektywny potencjat kulombowski jadra atomowego i relaksuja bardzie;.
Wowczas nastgpuje zamiana miejsc na skali energii pomiedzy orbitalami M 3d i L 2p,
co umozliwia transfer elektronéw z L 2p na M 3d, zgodnie ze schematem pokazanym na Rys.
VI. 5. PrzejScia w rejonie of 8979 -8983 eV zostaly zatem zidentyfikowane jako
wieloelektronowe przejs$cia 1s -> 4p + LMCT. Z kolei piki przedkrawedziowe pojawiaja sig,
gdy dochodzi do elektronowych przejs¢ kwadrupolowych, ktore sa zwykle zabronione
dipolowymi regutami wyboru. Jednakze dzigki zjawisku mieszania si¢ orbitali M 3d i L 2p
nastepuje zjawisko hybrydyzacji i powstajg orbitale wypadkowe, co powoduje, ze przej$cia
1s -> 3d stajg si¢ dozwolone [144].

Wyniki eksperymentu zostaly réwniez zanalizowane teoretycznie metoda obliczen

ab-initio, przy uzyciu programu FEFF 9.6, bardziej szczegdtowo opisanego w Rozdziale II.
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Rysunek VI. 6 Wyniki optymalizacji struktur zawierajgcych Cu(Il) pomocg pola sitowego UFF:
A — kompleksu PrP¢-Cu(ll) (23-106) i B — Hiss-Cu(ll) oraz funkcje RDF z uwzglednieniem witadu
poszczegdlnych pierwiastkow dla: C - PrPS-Cu(ll) i D - B — Hiss-Cu(1l) oraz catkowite funkcje RDF
dla obu modeli komplekséw Cu(ll). Na rysunkach A-B, oznaczenia koloréow odpowiadajg typom

atoméw: C —szary, N — niebieski, O — czerwony, H — biaty, Cu — pomarariczowy.
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Do obliczef uzyto struktury N-terminalnej domeny pochodzacej z ludzkiego prionowego PrP©
1 sktadajacej si¢ zaminokwasdéw o numerach 23-106. Strukturg zaczerpni¢to z bazy RSCB PDB
z pliku o identyfikatorze 2KKG, a nast¢pnie recznie jg zmodyfikowano, zmieniajac geometri¢
peptydu i tworzgc miejsce wigzgce oraz dodajac jon Cu(Il). Jako referencyjny kompleks
organiczny wigzacy Cu(Il) zbudowano struktur¢ Hiss-Cu(Il). Do budowy czasteczki Hiss-
Cu(ll), modyfikacji peptydu PrP¢-Cu(ll) (23-106) oraz optymalizacji otrzymanych struktur
wykorzystano program Avogadro [146]. Geometrie kompleksdéw zostaly zoptymalizowane
przy pomocy pola sitowego UFF (ang. Universal Force Field) [147]. Aby upewnié si¢
co do poprawnosci obliczen oraz istnienia globalnego minimum energii potencjalnej,
optymalizacj¢ geometrii powtarzano kilka razy, z kazda proba zmieniajac poczatkowe utozenie
atomow. Sposrod otrzymanych wynikow wybrano strukture o najnizszej energii. Wyniki
optymalizacji pokazane sa na Rys. VI. 6 A-B. Pole sitowe UFF bylo wykorzystywane
w optymalizacji struktur zwigzkow organicznych [148], w obliczeniach widm NMR [149] oraz
do rozwigzywania problemow dotyczacych dokowania ligandéow [150]. Jego zaleta jest
parametryzacja oddziatywan miedzy atomami, opierajaca si¢ jedynie na indywidualnych
cechach pierwiastkbw w czasteczce, hybrydyzacji 1 wlasnosciach wigzan chemicznych.
To podejscie, dzigki licznym uproszczeniom, sprawdza si¢ szczegdlnie dobrze przy testowaniu
prostych modeli skomplikowanych czasteczek. Zoptymalizowane struktury zostaty nastepnie
scharakteryzowane poprzez obliczenie dla nich Funkcji Rozktadu Radialnego (ang. Radial
Distribution Function, RDF) g(r) w programie I.S.A.A.C.S. [151]. Funkcja ta pozwala
na wyznaczenie potozen atomow wokot absorbera (Cu) oraz na porownanie geometrycznych
wlasno$ci obu zoptymalizowanych struktur. Ponadto, wktady pochodzace od konkretnych
pierwiastkdbw do catkowitej funkcji RDF mogly réowniez zosta¢ porodwnane. Obliczenia
przeprowadzono w zakresie 0 -7 A, a wyniki pokazane s3 na Rys. VI. 6 C-E. Jak mozna
zauwazy¢ w przypadku obu struktur, wystepuje podobne §rodowisko wokot atomoéow Cu oraz
podobny podzial na strefy koordynacyjne. Jednakze, co wida¢ szczegdlnie na Rys. VI. 6 C-D,
struktura kompleksu Hiss-Cu(Il) jest bardziej uporzadkowana. Ponadto poroéwnanie obu
catkowitych funkcji g(r) na Rys. VI. 6 E pokazuje, ze kompleks PrPC-Cu(ll) (23-106) jest
bardziej upakowany. Wreszcie, w wyniku optymalizacji, w kompleksie z peptydem zostata
dodana czasteczka H20, ktora wytworzyla wigzanie wodorowe z resztg tryptofanu poprzez
atom N w pierscieniu imidazolowym. Z drugiej strony, ta sama czasteczka wody koordynowata
jon Cu(Il) wytwarzajac w ten sposob mostek stabilizujacy catg strukture [152].

Na podstawie otrzymanych struktur przeprowadzono obliczenia w programie FEFF 9.6

z wykorzystaniem metody pola samouzbieznionego (SCF) i algorytmu FMS opisanego
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w Rozdziale III. Przetestowano 78 kombinacji parametrow. Ostatecznie, jako potencjat
korelacyjno-wymienny wybrano model Hedina-Lundqvista [153,154] z funkcja tla
modelowang potencjalem stanu podstawowego oraz oddzialywanie dziury rdzeniowej
modelowane za pomocg reguty stanu koncowego (FSR). Wszystkie obliczenia prowadzono w
promieniu 7 A wokét atomu Cu. Jak juz to opisano wcze$niej, program FEFF oblicza widma
teoretycznie nie obarczone efektem samoabsorpcji, jednakze eksperyment zostal
przeprowadzony na probce proszkowej, widma z ktorej mogly by¢ obarczone takim efektem.
Jako wskazowka do dalszej analizy postuzyt fakt, iz otrzymywane widma ab-initio majg
znacznie wigkszg intensywno$¢ w rejonie krawedzi absorpcji. Grubos¢ probki proszkowe;j
zostata zmierzona 1 wyniosta 0,05 cm, co bylo wartoscig zdecydowanie wystarczajaca, aby
pojawil sie efekt samoabsorpcji. Ponadto, skala efektu samoabsorpcji bedzie zalezeé
od stechiometrii wigzania miedzy PrP€ i Cu(II): im wiecej jonéw Cu(II) zostanie przytaczonych
przez peptyd tym silniejszy bedzie efekt widoczny w widmach rentgenowskich. Postanowiono
uwzgledni¢ ten fakt i oszacowa¢ stechiometri¢ wigzania Cu(ll) przez N-terminalng domeng
biatka PrP® w pH 6,5, dodajac efekt samoabsorpcji do widm ab-initio XAS otrzymanych dla
kolejnych stechiometrii wigzania jondw Cu(Il) przez peptyd. W tym celu nalezalo wyznaczy¢
gesto$¢ probki kompleksu w formie proszku. Ze wzgledu na brak danych literaturowych
I znaczna niestabilno$¢ badanego materialu, gestos¢ zostala wyznaczona teoretycznie.
Wykorzystano tutaj empiryczny model obj¢tosci van der Waalsa zaproponowany przez Zhao
et al. [155]:
Vyay = X atomy — 5,92Ng — 14,70P; — 3,80Py, (VI.1)

gdzie:

Np — catkowita liczba wigzan w kompleksie;

P, — catkowita liczba pier§cieni aromatycznych w kompleksie;

Py 4 — catkowita liczba pozostatych pierscieni w kompleksie;
Suma w wyrazeniu (V1.1) (wyrazenie ), atomy) przebiega po indywidualnych objetosciach
van der Waalsa wszystkich atomow w §rodowisku organicznym wedlug modelu
zaproponowanego przez Bondi et al. [156]. Wedlug tego modelu, objetos¢ jonu miedzi
wynosita 1,43 A3 Obliczenia przeprowadzono dla wszystkich mozliwych stechiometrii,
od 0 atomow Cu, do maksymalnej dopuszczanej literaturowo wartosci 8 atomoéw Cu [157]. Jak
juz opisano, N-terminalna domena biatka moze specyficznie wigza¢ 6 atomdéw Cu, a ponadto
istniejg dane sugerujace mozliwos¢ istnienia 2 dodatkowych miejsc wigzacych znajdujacych

sic w domenie o-helikalnej [158]. Obliczona gestos¢ probki wyniosta 1,624 g/cmg.
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Wykorzystujac liniowe prawo Lamberta-Berra oraz definicj¢ absorbancji mozna napisaé
roéwnosc:
logy, (Ii) = (Ef)cl (V1.2)
gdzie: I, — pierwotna intensywno$¢ fluorescencji rentgenowskiej wzbudzona w probce;
I — fluorescencja rentgenowska po przejsciu i przez probke i oddziatywaniu z jej
atomami;

Ur (E f) — wspodtczynnik absorpcji fluorescencji rentgenowskiej dla linii Cu Koy 0 energii
E; = 8046,3 eV w jednostkach [sz/g];

c — stezenie (tutaj réwne gestosci) kompleksu PrPC-Cu(ll) (23-231) w [g / cm3]
otrzymane z podzielenia jego objetosci van der Waalsa przez mas¢ komplesku,
obliczong na podstawie struktury catego biatka PrP® z bazy RSCB PDB
o identyfikatorze: 2LFT.pdb z uwzglgdnieniem jonow Cu(Il);

[ — grubos¢ probki w [cm];

Korzystajac z tablic przekrojow czynnych dla oddziatywania fotondw z materig, dostgpnych na
stronie National Institute of Standards and Technology (NIST) [67] wyznaczono wspotczynnik
,uf(Ef). Nastepnie obliczono catkowite ostabienie fluorescencji z uwzglgdnieniem efektu

samoabsorpcji w funkcji grubosci probki, a rézna stechiometria wigzania Cu(Il) byla

1.0 9.6+
[ ]
9.4+
[ ]
0.8 4 921 m
5 9.01 u
Ess u
0.6 3 -
8.6+
= {—w=—ocu -
—o— 1 Cu
044 —a—>oCu
—v—3Cu
——— 4 Cu
0.2 < —<4—5Cu
—— 6 Cu
{—e—7Cu
—— 8 Cu
0.0

- ] - ] - ] - ] - 1
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
Grubos¢ probki [cm]
Rysunek V1. 7 Zaleznosé¢ ostabienia fluorescencji w probcee od grubosci probki z iloscig jonow Cu(Il)

przytgczonych do biatka PrPC jako parametrem. Insert przedstawia wplyw stechiometrii kompleksu

PrPC-Cu(ll) na wartos¢ wspétczynnika absorpcji dla energii 8046,3 eV.
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Rysunek VI. 8 A — Zaleznos¢ wartosci wspotczynnika absorpcji od energii padajgcego promieniowania
Xwyznaczona z tablic NIST dla réznych stechiometrii wigzania Cu(Il) przez biatko PrP®; B — Obliczone
w programie FEFF widma XAS kompleksu PrPS-Cu(ll) znormalizowane przy zatozeniu réznych
stechiometrii wigzania miedzi. Dla porownania skali energetycznej, na obu rysunkach pokazano widmo
eksperymentalne kompleksu. Przerywana pionowa linia oznacza energie, dla ktérych normalizowano

obliczone widma.

parametrem. Rezultaty sa pokazane na Rys. VI. 7. Jak mozna zauwazy¢ przy braku absorbera,
pierwotna wiagzka o energii 8046,3 eV nadal ulega ostabieniu po przejsciu przez probke — jest
to jednak efekt rozpraszania. Ponadto, wraz ze wzrostem liczny atoméw mozna zaobserwowac
proporcjonalny wzrost wspotczynnika absorpcji (insert do Rys. VI. 7) w sumie o 13,5 %.
Z kolei dla probki o grubosci 0,05 cm, ostabienie pierwotnej intensywnosci fluorescencji
wynosi okoto 80 %. Obliczone warto$ci wskazuja zdecydowanie na obecno$¢ efektu
samoabsorpcji. Wykorzystujac wyznaczone gestosci biatka, dla kazdej stechiometrii obliczono,
przy pomocy wzoru (I11.16) i opisanego w rozdziale Il programu, korektg¢ samoabsorpcji.
W tym celu, aby korekta zadzialala poprawnie, nalezalo ponownie znormalizowaé¢ widma

rentgenowskie wzgledem wzorca z tablic NIST, aby otrzyma¢ warto$ci bezwzgledne
. 2 : : . .
w jednostkach [cm / g]- Wzorzec dla kazdej stechiometrii wyznaczano na podstawie

wspomnianych tablic dla skali energetycznej obejmujacej region przedkrawedziowy 1 region
za krawedzig absorpcji widma XAS. Punkty wzgledem ktorych uzgadniano normalizacje
w przypadku obliczonych widm dla kompleksu PrP€-Cu(ll) (23-106), sa zaznaczone na Rys.
VI. 8 A-B pionowa linig i ich energie wynosity kolejno: 8977 eV oraz 9055 eV. Tak
przygotowane widma byly poddawane korekcie samoabsorpcji w catym zakresie
energetycznym i z zalozeniem grubosci probki réwnej 0,05 cm, a nastepnie ponownie

normalizowane w celu poréwnania z eksperymentem. Sposréd otrzymanych wynikdw,
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Rysunek VI. 9 Widma obliczone ab-initio w programie FEFF przed i po korekcie samoabsorpcji

poréwnane do danych eksperymentalnych: A — kompleks PrPC-Cu(ll); B — kompleks Hiss-Cu(ll).

najlepsze dopasowanie wykazato widmo ze stechiometrig 1:1 PrP® : Cu(ll), ktore pokazane jest
na Rys. VI. 9 A. Analogiczng procedure przeprowadzono dla modelu kompleksu Hiss-Cu(ll),
ktory jest jednym z przewidywanych modeli wigzania Cu(Il) w biatku prionowym [152],

jednakze tutaj znana byla stechiometria wigzania probki. Otrzymana teoretycznie gestosé

takiego kompleksu wyniosta 2,005 9 /cm3’ wspotczynnik catkowitej absorpcji dla linii
emisyjnej Cu Kagz wyniost 10.68 [sz/ g]» absorbancja wyniosta 0,8367 co przetozylo sie

na stosunek Ii rowny 0,1456. Widmo po korekcie pokazane jest na Rys. VI. 9 B. W obu
0

przypadkach mozna zauwazy¢ dobra zgodnos¢ miedzy danymi eksperymentalnymi
a obliczonymi, gdyz wszystkie istotne elementy widma eksperymentalnego zostaty
odtworzone. Istnieja jednak pewne rozbieznosci. Dla struktury PrP¢-Cu(ll) na Rys. VI. 9 A
widac¢ je gtownie w rejonie przedkrawedziowym, od 8980,5 eV do 8994 eV oraz za krawedzig
absorpcji, w rejonie 9038 eV — 9052 eV jednakze jest to niewielka r6znica. Obszar gldéwnego
przejscia 1s - > 4p oraz rejon za krawedzig absorpcji zostaty w tym modelu szczegolnie dobrze
odtworzone. W przypadku widm modelu kompleksu Hiss-Cu(ll) pokazanych na Rys. VI. 9 B,
w skorygowanym widmie ab-initio gorzej odtworzony zostal region biatej linii oraz obszar
od 9026 eV do 9044 eV. Z kolei rejon przed krawedzig absorpcji w widmie teoretycznym
bardzo dobrze koreluje z widmem do$wiadczalnym, co zgadza si¢ z wnioskami otrzymanymi
na bazie funkcji RDF, iz struktura Hiss-Cu(ll) jest bardziej uporzadkowana i upakowana.
Ostatnim etapem analizy bylo wykorzystanie otrzymanych modeli do doktadniejszego
odtworzenia widma eksperymentalnego. W tym celu wykonano opisang w Rozdziale III

metode kombinacji liniowej widm (LCF) w programie Athena [53]. Procedura dopasowywania

102



widm zostata przeprowadzona dla zakresu energii od 8981 eV do 9074 eV oraz zardbwno wagi
jak i potozenia krawedzi (parametr Eo) zostaly wyznaczone. Zakres energetyczny procedury
obejmowat obszar, w ktérym algorytm FMS z programu FEFF dawat poprawne rezultaty [66].
Powyzej tego zakresu wyniki obliczen zostawaly obarczone duzg i stale rosngca niepewnoscia,
a w celu redukcji niepewnosci nalezatoby uzy¢ rozwinigcia $ciezek stosowanego w obliczaniu
widm EXAFS. Konieczno$¢ dopasowania parametru Eo dla kazdego z modeli wynikta z faktu
iz program FEFF szacuje potozenie energii Fermiego z doktadnoscia do 3 eV [61]. Procedura
LCF uzbieznila sie z koncowa wartoscia parametru y?> = 0,026. Wagi i wartosci Eo wyniosty
odpowiednio 0.50(6) i 1.16(35) eV dla modelu kompleksu PrP¢-Cu(ll) oraz 0.52(6) i -0.47(29)
eV dla modelu kompleksu Hiss-Cu(Il). Warto zwrdci¢ uwage, ze suma wag W najlepszym
dopasowaniu, w zakresie niepewnosci wyniosta 1 jakkolwiek nie bylo to wymagang opcja

podczas obliczen. Wyniki najlepszego dopasowania wraz z wykresem residudéw sg pokazane
1,2 4
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o
(=]

0,4 -
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! dopasowanie LCF
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-0,035 roznica
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Rysunek VI. 10 Wyniki dopasowania kombinacji liniowej dwoch modeli teoretycznych
do eksperymentalnego widma XAS kompleksu PrP¢-Cu(ll) (23-231) zmierzonego przy krawedzi
K miedzi. Dolny wykres pokazuje roznice miedzy dopasowanym widmem wypadkowym (zielone),

a doswiadczalnym (czarne).
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na Rys. VI. 10. Jak mozna zauwazy¢ na podstawie wykresu rdznicowego, najwigksze rdznice
wystapity w rejonie przedkrawedziowym, a takze okoto 9035 eV. Ponadto wartos$¢ tych réznic
nie przekraczata 5 % maksymalnej intensywnosci sygnatu, a wyniki kombinacji liniowej
znacznie lepiej odwzorowaly widmo eksperymentalne niz kazdy model wigzania Cu(II)
z osobna. Dla poréwnania, wartoéci y> dopasowania pojedynczych widm modeli Hiss-Cu(ll)
i PrP®-Cu(ll) do widma eksperymentalnego wyniosty odpowiednio 0,106 i 0,087. Jako$é
dopasowania poprawila si¢ w rejonie przedkrawedziowym i obszaréw wokoét energii 9008 eV
19039 eV. Caloksztalt stanowi posredni dowdd na to, ze Cu(Il) w pH 6,5 jest koordynowane
w dwoéch koegzystujacych ze sobg strukturach o wzglednym stezeniu okoto 1:1. Pomimo
poprawy, widaé odstepstwa od danych eksperymentalnych dla energii 9010 eV oraz 9035 eV.
Ponadto, pik przy energii 8986 eV nie zostal do konca odtworzony. Otrzymane wzgledne
niepewnosci wag dla kompleksow Hiss-Cu(ll) i PrP¢-Cu(Il) wynosza odpowiednio 11.3 %
i 11.7%. Te warto$ci eliminuja mozliwo$¢ btednego uzbieznienia procedury LCF, gdyz
sg to relatywnie mate niepewnosci. Biorgc pod uwage powyzsze wnioski mozna stwierdzic,
ze widmo XAS otrzymane w wyniku procedury LCF, lepiej odtwarza dane eksperymentalne
niz widma XAS kazdego z modeli Hisa-Cu(ll) i PrP®-Cu(ll) z osobna.

Podsumowujac t¢ czes¢ wynikdw nalezy zwroci¢ uwage na dwa aspekty. Przede
wszystkim pole sitowe UFF jest narzedziem z dziedziny dynamiki molekularnej i optymalizacja
geometrii z jego uzyciem opiera si¢ na minimalizacji potencjatu czasteczki. Takie podejscie
charakteryzuje si¢ mozliwoscia wykonania szybkich obliczen nawet dla duzych czasteczek.
Jednakze doktadno$¢ wynikéw moze nie by¢ wystarczajaca, by osiaggnaé poprawng strukturg.
Dodatkowo jest znacznie mniejsza niz w przypadku zastosowania wyzszego poziomu teorii —
DFT. Drugim czynnikiem, na ktory trzeba zwrdci¢ uwage jest brak uwzglednienia otoczki
hydratacyjnej w obliczaniu gesto$ci probki biatka. Mozna zatozy¢, ze woda hydratacyjna, ktora
nie zostala usunigta w procesie liofilizacji, znajduje si¢ w biatku w stosunku 0,75 czasteczki
H20 na 1 reszte aminokwasowa na powierzchni [159]. W przypadku biatka PrP® (23-231),
0znacza to 156 czasteczek wody o catkowitej masie 2808 Da. Po zsumowaniu, woda stanowi
do 15 % masy biatka. Nalezy jednak pamigtac, iz ilos¢ wody hydratacyjnej w biatku to bardzo
zmienny parametr. Dla biatka PrPC, wptyw na dodatkowe zmniejszenie ilosci czasteczek H,O
przypadajacych na jeden aminokwas bedzie miat fakt, iz biatko ma jedng domeng¢ hydrofobowa,
a drugg globularng. Domena hydrofobowa bedzie znacznie stabiej oddziatywaé z H20 i tym
samym zwigze mniej czasteczek. Wreszcie, obecno$¢ wody hydratacyjnej wplynie na catkowita

gestos¢ probek 1 wprowadzi blad systematyczny, ktdry jednak nie zmieni trendu
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1 wyciagnigtych wnioskow. Otrzymane wyniki s3 wigc jakosciowo oraz, z marginesem biedu
rzgdu 15 %, rowniez ilosciowo poprawne.

W toku badan nad zliofilizowang probka kompleksu PrP¢-Cu(ll) (23-231) opracowano
metodologi¢ badania komplekséw ludzkiego biatka prionowego z jonami metali na +2 stopniu
utleniania. Uzywajac techniki XAS po raz pierwszy zbadano kompleks PrP¢-Cu(ll) (23-231)
oraz wykazano, iz W pH 6,5 jon miedzi si¢ nie redukuje. Ponadto, w probce znajdowaty si¢
przynajmniej dwie formy kompleksu PrP¢-Cu(Il). W pierwszej z nich jon Cu(Il) byt
koordynowany przez 3 atomy N i 2 atomy O, a w drugiej przez 4 atomy N pochodzace
z pierScieni imidazolowych Histydyny. Niewatpliwg przewaga otrzymanych wynikéw nad
dotychczasowymi jest fakt, iz udato si¢ wykona¢ pomiar catego kompleksu biatka w roztworze
wodnym, bez dodatkowych stabilizatoréw i sond. Bylo to mozliwe dzigki selektywnym

wilasno$ciom promieniowania rentgenowskiego i technice XAS.

B. Pomiary XAS wodnego roztworu kompleksu PrPC-Cu(ll) na wigzce

SuperXAS w PSI
Nastepne w kolejnosci zostaly wykonane eksperymenty na wigzce SuperXAS w PSI
na prébkach ciektych. Pomiar byt prowadzony w temperaturze pokojowej, jednakze z bardzo
krétkim czasem akwizycji widma na punkt. Zredukowalo to czas akwizycji pojedynczego
widma XAS, co w rezultacie dato duzg statystyke pomiarow. W tym eksperymencie celem byto

szczegotowe zbadanie 5-krotenj koordynacji jonu Cu(ll) w kompleksie z biatkiem prionowym
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Rysunek VI. 11 Wzory strukturalne referencje organicznych uzytych w trakcie pomiaréw XAS przy
krawedzi K Cu probek ciektych kompleksu PrP®-Cu(ll): a) Cu(ll)-ftalocyjanian; b) Cu(Il)-L-Histydyna.
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w mozliwie jak najbardziej natywnych warunkach. Wigzanie jonow Cu(ll) w takiej strukturze
bylo juz przewidziane w literaturze [106-108] i w poprzednim eksperymencie, opisanym
w rozdziale VI. A [141]. W tym wypadku analiza danych byla nieco uproszczona gdyz ze
wzgledu na bardzo niskie stezenie badanych probek (50 uM), efekt samoabsorpcji mozna byto
poming¢. Dodatkowo, otrzymane wyniki pozwolily doktadniej zbada¢ strukture elektronowa
kompleksu PrPC-Cu(ll).

Aby zrozumie¢ wihasciwosci oraz poznaé strukture elektronowa kompleksu PrPC-
Cu(ll) (23-231), nalezy rowniez poréwnac jg do zmierzonych referencji. Jak wcze$niej, folia
zawierajaca czysty Cu(0) postuzyta do kalibracji uktadu i okreslenia potozenia krawedzi
absorpcji K czystej miedzi, wynoszacej 8979 eV. Cu(ll)-Acc petnit role modelu dla bufora.
Po oczyszczeniu biatko PrP€ byto wysycane Cu(Il) w buforze cytrynianowym poprzez dodanie
CuCly. Bufor zawierat Cu(Il)-(CH3COOQO), gdyz sol nieorganiczna byta dodana przez
miareczkowana w ilo$ci gwarantujacej catkowite jej przereagowanie. Dwie kolejne referencje
organiczne pokazane sg na Rys. VI. 11 A-B. Kompleks Cu(ll)-ftalocyjanian zawiera uktad
sprzgzonych grup izoindolowych, a jon Cu(Il) jest koordynowany przez cztery aromatyczne
atomy N. Ponadto cztery grupy -(NaSOz) umozliwiaja rozpuszczenie si¢ tego zwigzku
w wodzie, natomiast ze wzgledu na duza odlegto$¢ od centrum metalicznego nie maja wptywu
na widma XAS miedzi otrzymywane przy krawedzi K absorpcji. Na Rys. V1. 11 B pokazany
jest wzor strukturalny referencji  Cu(ll)-L-Histydyna. Zwigzek referencyjny zostat
przygotowany tuz przed eksperymentem w kwasnym $rodowisku o pH = 4, a synteza
prowadzona byta w stosunku ilosciowym L-histydyny do Cu(ll) réwnym 2:1, zgodnie
z protokotem opublikowanym w literaturze [160]. W tym wypadku jon Cu(Il) byt
koordynowany przez 2 atomy O i 2 atomy N i1 zaden z nich nie pochodzit z pierécienia
aromatycznego.

W trakcie analizy danych korzystano rowniez z obliczen ab-initio w programie FEFF.
Widma byly obliczane przy pomocy opisanych juz algorytméw SCF 1 FMS dla potencjatow
miseczkowych atomow. Aby jednak wykona¢ poprawne obliczenia widm rentgenowskich
nalezato najpierw otrzyma¢ poprawne struktury przestrzenne. W tym celu usprawniono
podejscie wykorzystane w poprzednim eksperymencie i optymalizacje struktury prowadzono
metodg DFT w pakiecie Orca 4.002 [161]. Obliczenia DFT sg do$¢ dlugie i wymagajg duzej
mocy obliczeniowej. Ponadto, bardzo wiele zalezy od struktury poczatkowej. Aby ograniczy¢
czas obliczen do minimum kazdg strukture wstgpnie optymalizowano przy pomocy pola
sitowego UFF w programie Avogadro. Nastepnie, przy pomocy programu Orca, prowadzono

optymalizacj¢ otrzymanej struktury w formalizmie DFT. Obliczenia wykorzystywaty
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funkcjonal BP86 z przyblizeniem catki odpychania (ang. Repulsion Integral approximation,

RI), bazg orbitali z polaryzacjg rozdzielong walencyjnie (ang. split-valence polarization, SVP)

[162] oraz bazg wspomagajaca orbitali def2/J [162] dla wszystkich atomow. Ponadto wszystkie

obliczenia miaty ustawione opcje TightSCF, Grid4 1 NoFinalGrid oraz prowadzone byty

w formalizmie UHF (ang. Unrestricted Hartree-Fock), ktory jest dedykowany spinom

poldwkowym. Obliczenia prowadzono przy uzyciu komputera stacjonarnego wyposazonego

w 8 GB pamieci RAM, procesor Intel® Core™i7-4790 CPU @ 3.60 GHz.

PrPC-Cu(ll)

Cu(ll)-L-histydyna

Cu(ll)-ftalocyjanian

Znorm. Int. [j.u.]

folia Cu

8960 8995 9030 9065 9100
Energia [eV]

Rysunek VI. 12 Widma XAS kompleksu PrP¢-Cu(ll)

(23-231) otrzymane podczas pomiaréw przy

krawedzi K miedzi. Pionowa linia orientacyjnie

pokazuje obszar przejsé 1s->4p + LMCT.

Widma XAS otrzymane w wyniku
pomiarow  wspolczynnika  H(E)  przy
krawedzi K miedzi dla kompleksu PrP®-
Cu(Il) oraz referencji, pokazane sg na Rys.
VI. 12. Wszystkie widma zostaly
znormalizowane 1 skalibrowane wzgledem
potozenia krawedzi absorpcji w widmie
Cu(0), rownym Eo = 8979 eV. Wszystkie
widma, oprocz folii miedzianej i Cu(ll)-
Acc, wykazuja obecnos¢ wyraznego piku
przedkrawedziowego w rejonie 8972-8975
eV. Kompleksy Cu(Ill) maja elektronowa
konfiguracje walencyjna 3d°, przez co moze
dojs$¢ do hybrydyzacji stanow d miedzi oraz
stanbw p ligandu i powstania struktury
przedkrawedziowej [134]. W przeciwien-
stwie do zwigzkow Cu(Il), zwigzki Cu(I)
nie posiadaja struktury przedkrawedziowe;,
gdyz ich konfiguracja walencyjna to 3d?°,
co uniemozliwia hybrydyzacje. Wszystkie
zwigzki wykazuja rowniez obecno$¢
przejs$cia wieloelektronowego 1s -> 4p +
LMCT zaznaczonego pogladowo na Rys.
V1. 12 pionowa linig.

Wktad hybrydyzacji do przejscia 1s -> 3d jest $cisle powigzany z obecnoscia transferu

tadunku w przejsciu 1s->4p + LMCT. Ze wzgledu na swoja nature oba te przejécia zalicza si¢

do przejs¢ wieloelektronowych, ktore sa bardzo wrazliwe na typ ligandu 1 geometri¢
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kompleksu. Aby zrozumie¢ istot¢ przejécia 1s -> 4p + LMCT i pozna¢ cechy charakterystyczne
struktury elektronowej, w ktorej takie przej$cia moga zaj$¢, obliczone zostaly funkcje DOS
w programie FEFF 9.6 dla probek referencyjnych (Rys. VI. 13). W przypadku kompleksu
Cu(Il)-ftalocyjanianu, ze wzgledu na jego ptaskag strukturg, rozwazono roézng hydratacje
kompleksu: brak czasteczki HoO (Rys. VI. 13 A), 1 oraz 2 aksjalne czasteczki H20 (Rys. VI.
13 B, C). Najlepiej dane eksperymentalne zostaly odtworzone przez kompleks Cu(Il)-
ftalocyjanian x H2O co zostalo pokazane na Rys. VI. 13 B. Sugeruje to, iz jony Cu(Il)
koordynowane przez struktury zawierajace elementy aromatyczne i1 bedace w formie
roztworéw wodnych w rzeczywistosci tworzg 5-clementowe centra koordynacyjne o ptaskiej
podstawie, z aksjalng czasteczkg wody. Zaréwno w przypadku braku aksjalnej wody, jak
1 obecno$ci dwoch czasteczek H20, polozenie krawedzi absorpcji bylo niezgodne
z eksperymentem, co widac¢ na Rys. VI. 13 A, C.

Program FEFF nie rozréznia funkcji ggstosci stanow obsadzonych od nieobsadzonych.
W trakcie analizy, aby lepiej zwizualizowa¢ stany nieobsadzone, przemnozono je przez funkcje
skokowa (I11.1) [93] odpowiadajaca modelowemu tlu krawedzi absorpcji, podobnie jak
to zrobiono w Rozdziale IV dla zwigzkow zelaza. Funkcja przyjmowata dwa parametry.
Pierwszy, energia Fermiego, otrzymana zostata za pomocg algorytmu FMS z programu FEFF,
ktéry nalezato jednak zmodyfikowa¢ o ewentualng poprawke poziomu Fermiego narzucong
w programie, w karcie EXCHANGE. Drugi parametr to byt stablicowany czas zycia wakancji
rdzeniowej w stanie Cu ls wynoszacy 1,55 eV [163]. Po usunieciu wkiadu od stanéw
obsadzonych mozna bylo przejs¢ do bardziej szczegotowej analizy funkcji DOS. We
wszystkich otrzymanych wynikach udato si¢ odtworzy¢ typowe dla zwigzkow Cu(Il)
wzbronione przejscie 1s -> 3d w rejonie 8972-8975 eV. Byto ono mozliwie do zaobserwowania
dzieki otwartej strukturze stanéw walencyjnych Cu(ll) d® oraz jej hybrydyzacji z orbitalami
typu p ligandow [134]. Jak mozna zauwazy¢, we wszystkich zwigzkach organicznych funkcje
N pDOS, O pDOS i1 Cu dDOS nachodza na siebie w rejonie, przed krawedzig absorpcii.
Ponadto, dla kompleksow z istotnym wktadem do funkcji DOS od atomow O 1 aksjalnym
wigzaniem Cu-O, dyskutowane przejscie wieloelektronowe jest intensywniejsze ze wzgledu na
wigkszy wktad od funkcji O pDOS. Dodatkowo na przyktadzie obliczen ab-initio widm XAS
dla kompleksoéw pochodnej ftalocyjanianu miedzi (II), mozna zauwazy¢, ze ekwatorialny atom
O w ptaskim kompleksie PrP¢-Cu(ll) ma znaczacy wktad w lokalng strukture elektronowa.
Whniosek o obecnos$ci przynajmniej jednej czasteczki H2O w strukturze kompleksu PrPC-Cu(ll),
jest zgodny z doniesieniami literaturowymi [106-108] oraz z poprzednim eksperymentem.

Na koniec, warto zwroci¢ uwage na wplyw ligandow bedacych skladnikiem struktur
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Rysunek VI. 14 Zoptymalizowane metodg DFT i uzyte w dalszej analizie struktury kompleksu: A) PrP-
Cu(ll) a; B) PrPe-Cu(ll) b oraz funkcje RDF z uwzglednieniem wktadu poszczegolnych pierwiastkow
dla: C - PrP®-Cu(ll) a i D - B PrP®-Cu(ll) b oraz catkowite funkcje RDF dla obu modeli kompleksow
Cu(Il). Na rysunkach A-B, oznaczenia koloréw odpowiadajq typom atomow: C — szary, N — niebieski,
O — czerwony, H — biaty, Cu — pomararnczowy.
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aromatycznych, w tym przypadku atomow N z pierScieni imidazolowych. Jon Cu(Il)
koordynowany przez duza liczbe takich atoméw, ma znacznie bardziej wypelnione
nieobsadzone orbitale typu d oraz p, co przektada sie na niskie relatywne intensywno$ci funkcji
Cu pDOS u Cu dDOS. Inaczej wygladajg gesto$ci nieobsadzonych stanow elektronowych dla
nieorganicznego jonu Cu(ll) w CuSOaaq, gdzie funkcja pDOS zdecydowanie dominuje nad
resztg. Dobrze wida¢ ten efekt na Rys. VI.13 D i E.

Nastepnym krokiem analizy wynikéw eksperymentu w SLS byto wykonanie podobne;j
do poprzedniej analizy dekompozycji widma eksperymentalnego. Podobnie jak wczesnie;j,
probka bialka zostata wysycona jonami Cu(II) w stosunku 0.96 : 1 PrP¢ do Cu(Il). Protokot
przygotowania probek, w tym warunki w jakich nastepowato tworzenie komplekséw PrPC-
Cu(ll), oraz nieco nizsze powinowactwo innych miejsc wigzacych do wigzania jonow metali
pozwolity wyeliminowa¢ mozliwo$¢ wigzania Cu(Il) w rejonie innym niz ,,octarepeat”
[138,141,164]. Nalezy réwniez dodaé, ze w toku analizy biochemicznej wykazano,
iz w zastosowanym protokole wiazania Cu(Il) przez biatko PrPC, region ,octarepeat” wiaze
Cu(Il) z wydajnoscig 50% (dane nieopublikowane [165]) oraz iz istniejg ro6zne mozliwo$ci
stworzenia miejsc wigzacych Cu(ll) przez ten fragment biatka. Ponadto, w tym eksperymencie
probki badane byty w roztworze wodnym o niskim stezeniu (okoto 50 uM Cu(Il)), zatem efekt
samoabsorpcji mozna bylo zaniedba¢. W przeciwienstwie do probki zliofilizowanej, w probce
cieklej nalezalo uwzgledni¢ obecnos¢ buforu z jonami Cu(Il). W takim przypadku rozsadnie
byto zalozy¢, ze widmo eksperymentalne jest kombinacja liniowa przynajmniej dwoch
sktadowych, z ktorych jedna to widmo buforu zawierajacego niezwigzane jony Cu(Il) w ilosci
do 50%. Aby méc ilosciowo ocenié sktad i ilo$é¢ poszczegdlnych sktadnikéw w widmie PrPC-
Cu(II) wykonano procedur¢ kombinacji liniowej widm referencyjnych przy uzyciu programu
Athena. W tym celu do analizy wybrano strukture Cu(ll)-L-Hiss, Cu(ll)-Accz oraz struktury
oznaczone jako PrP¢-Cu(ll) a, PrP¢-Cu(ll) b, PrP¢-Cu(ll) ¢, PrPC-Cu(ll) d. Struktury Cu(ll)-
L-Hiss i PrPC-Cu(ll) a zostaly zaczerpnicte z wynikéw poprzedniego eksperymentu,
przeprowadzonego na probkach proszkowych. Oba modele poddano ponownej optymalizacji
przy uzyciu teorii DFT. Na podstawie wynikow poprzedniego eksperymentu i danych
literaturowych, struktura Cu(ll)-L-Hiss zostata uzyta jako najkorzystniejszy energetycznie
model [134] w przypadku niskiego relatywnego stezenia Cu(II): okoto 100 :1 PrPC : Cu(ll).
Analogicznie, model PrP¢-Cu(ll) a zostal wykorzystany jako najkorzystniejsza energetycznie
struktura w przypadku wysokiego relatywnego stezenia Cu(Il) i stosunku okoto 1:1 PrPC :
Cu(I1) [141]. Struktura kompleksu PrP¢-Cu(11) b byta bardzo podobna do kompleksu Cu(l1)-L-

Hiss, w ktdrym jeden z pierscieni imidazolowych zostal zastgpiony grupg —COO". Wiele
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wynikéw literaturowych sugerowalo tego typu srodowisko koordynacyjne atomu Cu(Il)
w biatku prionowym [106,110,128,133]. Modele PrP°-Cu(ll) ¢ i PrP®-Cu(ll) d zostaty
zaczerpnigte z literatury[133], gdzie byly oznaczone kolejno G1 i G8. Zwigzek Cu(Il)-Acc:
reprezentowal niezwigzane przez biatko jony Cu(Il), ktoére pozostaly w buforze. Wszystkie
zwigzki budowano w programie Avogadro i tam wstepnie ich geometrie byty optymalizowane
przy uzyciu pola UFF. Otrzymane struktury stanowity modele poczatkowe do optymalizacji
metodg DFT w programie Orca 4.002. W toku obliczen okazalo sig¢, Ze najstabilniejsze modele
dla przyjetych warunkéw optymalizacji DFT to PrP¢-Cu(ll) a oraz PrP®-Cu(ll) b. Pliki
wejsciowe do programu Orca, wyniki optymalizacji DFT dla struktur PrPS-Cu(ll) a oraz PrP¢-
Cu(ll) b pokazanych na Rys. V1. 14 i ktore zostaty wykorzystane w dalszej analizie, stanowig
zatgcznik do niniejszej Rozprawy. W celu pordwnania struktur wybranych do dalszej analizy,

obliczono dla nich funkcje RDF i poréwnano je ze soba (Rys. VI. 14 C-E). Jak mozna
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Rysunek VI. 15 Wyniki dopasowania kombinacji liniowej dwoch modeli teoretycznych: PrPC-Cu(ll) a
oraz PrP®-Cu(Il) b i widma Cu(I1)-Acc. do eksperymentalnego widma XAS kompleksu PrP¢-Cu(ll) (23-
231) zmierzonego przy krawedzi K miedzi. Dolny wykres pokazuje roznice miedzy dopasowanym

widmem wypadkowym (zielony), a doswiadczalnym (czarny).
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zauwazy¢, model zawierajacy pierScienie aromatyczne w kompleksie, ponownie ma bardziej
uporzadkowang i1 nieco mniej zwartg strukture. Nastgpnie, podobnie jak dla zwigzkéw
referencyjnych, dla wszystkich otrzymanych struktur za pomocg programu FEFF9.6 obliczono
widma ab-initio XAS. Koncowym etapem analizy bylo przeprowadzenie analizy LCF
z uwzglednieniem wszystkich obliczonych widm ab-initio. Procedur¢ przeprowadzono
w zakresie od 8967 eV do 9067 eV z mozliwos$cia przekroczenia wartosci 1 przez sum¢ wag
wszystkich komponentow. Dodatkowo, wszystkie widma ab-initio miaty dopasowane warto$ci
parametru Eo, gdyz program FEFF bardzo czgsto przeszacowuje jego warto$¢. Program
w trakcie obliczania strat energii kwaziczastki (pary elektron-dziura) na oddziatywania
nieelastyczne i wymienne z otoczeniem, wykorzystuje przyblizenie lokalnej gestosci
elektronowej poprzez dobdor odpowiedniego potencjalu korelacyjno-wymiennego (ECP,
opisane szerzej w Rozdziale I11). Przyktadem takich potencjatéw moga by¢ modele Hedina-
Lundquista lub Diraca-Hary [62]. Jednakze, w zakresie XANES widma XAS, wariacje strat
energetycznych sg bardzo duze ze wzgledu na bardzo niejednorodne otoczenie. Jakiekolwiek
przyblizenie usrednionym potencjalem prowadzi¢ moze do generowania znacznych biedow
zar6wno w warto$ciach parametru Eo, jak i intensywnos$ci pikow w widmie[62]. Precyzyjne
dobranie parametréw obliczen pozwala znacznie zminimalizowa¢ wspomniane bledy.
Najlepsze wyniki kombinacji liniowej zostaly pokazane na Rys. VI. 15. Dopasowanie
uzbieznito sie dla wartosci R réwnej 0,0044 oraz y* = 0,0475. Trzy przedstawione na Rys. V1.
15 sktadowe: PrP¢-Cu(ll) a, PrP¢-Cu(ll) b oraz Cu(ll)-Acc; jako jedyne otrzymaly znaczace
wagi, ktore wynosity kolejno: 0,136(28), 0,213(17)10,6321(34). Suma wag wyniosta 0,970(79)
co w granicy niepewnosci wyniosto 1. Wykres réznicowy jest pokazany na dolnym panelu Rys.
V1. 15, a wartoS$ci réznic nie przekraczaja 5 % warto$ci maksymalnej. Warto rowniez dodac,
ze oba uwzglednione w dopasowaniu koncowym modele teoretyczne zawieraja ekwatorialng
czasteczke wody [166] koordynujaca niemal ptaskie kompleksy Cu(Il).

Aby gruntownie zrozumie¢ nature oddzialywania biatka PrP® z jonami Cu(l1) poddano
analizie rowniez funkcje DOS, otrzymane dla struktur PrP¢-Cu(ll) a i PrP¢-Cu(ll) b. Podczas
analizy wynikow w obecnie opisywanym eksperymencie do otrzymania struktur wykorzystano
teori¢ DFT. Geometrie prostych uktadéw matoczasteczkowych, takich jak pokazane na Rys.
VI. 14, teoria ta optymalizuje z duzg doktadnoscia, wystarczajaca, aby obliczy¢ wiarygodne
funkcje DOS. Funkcje DOS zostaty, podobnie jak widma ab-initio, obliczone w programie
FEFF przy uzyciu potencjatow korelacyjno-wymiennych Hedina-Lundquista, Diraca-Hary, ich
polaczenia oraz potencjatu symulujacego stan podstawowy. Nastepnie ponownie zostaly

usuni¢te wktady od obsadzonych gestosci stanow. Jak mozna zobaczyé na Rys. VI. 16 oba
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Rysunek VI. 16 Widma ab-initio XAS kompleksow A — PrP¢-Cu(ll) a oraz B — PrP®-Cu(ll) b wraz
z funkcjami DOS.

modele zostaty przedstawione na skali wzglgdnej reprezentujacej odlegto$¢ energetyczng
od poziomu Fermiego 1 znacznie réznig si¢ od siebie. Struktura stanoéw nieobsadzonych
w modelu PrP¢-Cu(ll) a wykazuje w rejonie od -14 eV do -7 eV silng hybrydyzacje stanéw
O pDOS, N pDOS ze stanami Cu dDOS. Ten efekt jest typowy w zwigzkach Cu(II) i odpowiada
za powstanie piku przedkrawedziowego w widmie obliczonym, ktory odtwarza taki sam pik
w widmie eksperymentalnym. W obszarze od -3 eV do 3 eV mozna zauwazy¢ struktury
w widmie ktore na siebie nachodzg — sa to kolejno gestosci standéw typu p i d atomu Cu oraz
funkcje pDOS atoméw N oraz O. Jednocze$nie w tym rejonie, w widmach eksperymentalnych
wystepuje pik, oznaczony jako 1s -> 4p + LMCT. W zjawisku LMCT zachodzagcym
w kompleksie PrPC-Cu(Il), atomy ligandéw sa donorami elektronéw. Ze wzgledu na bardzo
zblizone wlasciwosci elektronowe atomdéw N 1 O, w widmie doswiadczalnym piki pochodzace
od transferu elektronow sa bardzo blisko siebie. Przejscia 1s -> 4p + LMCT sa klasyfikowane
tak samo jak glowne przejscie 1s -> 4p tworzace bialg linig. Ich polozenie na skali energii
wzgledem gtéwnego przejScia wynika z Zasady Zachowania Energii i jest wynikiem
przesunigcia o roznice energii przejscia 1s -> 4p oraz transferu tadunku. Z kolei w obliczeniach
ab-initio w programie FEFF, funkcje DOS sg wyznaczane dla stanu podstawowego, dlatego
bezposrednio nie odwzorowujg przejscia LMCT, ale wskazujg dla jakich standw efekt moze
zachodzi¢. Duza wakancja w stanach nieobsadzonych d miedzi przy energiach od -14 eV do -
7 eV sugeruje, iz kompleks PrP¢-Cu(ll) a na Rys. VI. 16 A moze naleze¢ do zwiazkow Cu(11T)
[167]. Obecno$¢ takiej konfiguracji elektronowej z powodzeniem moglaby tlumaczy¢
spontaniczng zmiang konformacji kompleksu PrPC-Cu(ll) w forme scrapie, gdyz stany Cu 3d®

sg niekorzystne termodynamicznie. Z drugiej strony, w widmie kompleksu PrPC-Cu(ll) b
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pokazanym na Rys. V1. 16 B w rejonie od -13 do -10 eV wktad stanéw nieobsadzonych typu
d Cu do catkowitych funkcji DOS jest bardzo maty. Gdy Cu(Il) zostat skoordynowany przez
silne donory elektronow jak na przyktad pier§cienie aromatyczne, zdelokalizowane elektrony
typu m wypeltniajg puste stany Cu dDOS. Przez wypetnione stany nicobsadzone Cu dDOS nie
mogto dojs¢ do hybrydyzacji tych orbitali ze stanami typu p ligandéw. Opisany wniosek jest
analogiczny do poréwnania funkcji DOS miedzy kompleksami ftalocyjanianu miedzi (II),
Cu(Il)-L-Histydyny oraz CuSOasaq na Rys. VI 13. W efekcie, w sytuacji gdy jon Cu(Il) zostat
skompleksowany przez duzg liczbe donoréw elektronbw =, nawet jesli wymagania
geometryczne byly spelnione, przejscia 1s -> 3d nie zachodza i pik przedkrawedziowy,
charakterystyczny dla zwigzkéw Cu(ll) nie wystepuje. Dla modelu PrPC-Cu(ll) b w zakresie
energii od -0,5 eV do -8,5 eV ponownie dochodzi do mieszania funkcji Cu pDOS i dDOS
ze stanami typu p ligandéw. Maksima funkcji N pDOS 1 O pDOS, ponownie znajduja si¢ bardzo
blisko siebie, kolejno przy energiach -4 eV i -2 eV. Model PrPS-Cu(ll) b jest bardzo podobny

do struktur, ktore mozna znalez¢ w literaturze [106], co sugeruje poprawnos¢ otrzymanych
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Rysunek VI. 17 Poréwnanie obsadzenia orbitali atomowych w kompleksach PrP®-Cu(ll) a oraz PrP®-
Cu(ll) b. Transfer elektronéw z pierscieni imidazolowych zapetnia orbitale na powltoce 4p Cu (szare
tlo).
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wynikow. Zoptymalizowane struktury PrPC-Cu(ll) a oraz PrP-Cu(ll) b stanowia zalacznik
do niniejszej Rozprawy.

Obie struktury pokazane na Rys. VI. 16 A-B roznig si¢ lokalng geometrig kompleksu
1 utozeniem atomow ligandow wokot jonu centralnego Cu(Il). Roznica polega na tym,
ze w modelu PrP®-Cu(ll) a struktura kompleksu ma forme silnie zaburzonej tetragonalnej
piramidy, podczas gdy zaburzenie w geometrii PrPC-Cu(ll) b jest znacznie mniejsze.
Jednocze$nie, kompleks PrP¢-Cu(ll) a wykazuje bardzo wyrazng hybrydyzacje pomigdzy
stanami nieobsadzonymi typu d Cu i stanami typu p ligandéw, podczas gdy w kompleksie PrP¢-
Cu(ll) b hybrydyzacja nie wystepuje ze wzgledu na brak stanow nieobsadzonych typu d Cu.
Jak juz opisano wyzej, w kompleksie PrPS-Cu(ll) b atomy N pochodzace z pierécieni
imidazolowych reszt histydyny koordynuja jon Cu(ll), co powoduje transfer elektronow
na atom centralny. Mimo braku hybrydyzacji, wigzania Cu-N i Cu-O nadal sa tworzone,
jednakze ani orbitale Cu typu s ani d nie biorg udziatu w ich tworzeniu. Jedynym rozwigzaniem
jest czgéciowe zapelnienie wirtualnych orbitali Cu 4p przez elektrony © pochodzace z pier§cieni
aromatycznych. W efekcie, nowo wypetnione stany Cu 4p stworzyly wigzania z orbitalami
ligandow, co tlumaczy istnienie stabilnego kompleksu i brak widocznej w funkcjach DOS
hybrydyzacji. Zjawisko, w ujeciu orbitali atomowych Cu(II), zostalo schematycznie pokazane
na Rys. VI. 17. Kazdy pier§cien imidazolowy moze zapewni¢ 2 elektrony. Opisany efekt jest
podobny do rozwiazania zaproponowanego przez Huggins et al. dla Cu(NHs)+?", jednakze
w tym przypadku nie ma dowodu na wypehienie orbitalu 3d. Ponadto, pozostatos¢ stanow
Cu dDOS dla energii -11 eV w nieobsadzonych gestosciach stanow na Rys. V1. 17 B jest zbyt
mata, aby moc ja rozpatrywac jako cos innego niz niepewnos¢ obliczen FMS [55,168,169]
i zastosowanego do nich odcigcia stanow obsadzonych. Warto dodaé, ze opisany transfer
elektronu z pierScieni aromatycznych na jon Cu(Il) jest bardzo wyraznym efektem transferu
tadunku, gdyz dodatkowo wystepuje stlumienie struktury przedkrawedziowej. Ponadto, r6znica
pomiedzy strukturami PrP¢-Cu(ll) a oraz b wynika z réznej geometrii obu kompleksow, oraz
z roznych konstytucji II strefy koordynacyjnej, bowiem w obu przypadkach 1 strefa
koordynacyjna sktada si¢ z 3 atomoéw N i1 2 atomow O.

Transfer elektronow = z ligandow aromatycznych na jon Cu(Il) spowodowat
zapelienie nowych orbitali atomowych Cu. W widmie eksperymentalnym zjawisko
to objawilo si¢ poprzez zanik wzbronionych przejs¢ kwadrupolowych 1s -> 3d i piku
przedkrawedziowego. Zanik ten jest powigzany z powstaniem przejscia 1S -> 4p + LMCT,
ktéry mozna probowaé oszacowac empirycznie. W tym celu nalezy poréwnac intensywnosci

przejsc elektronowych 1s -> 4p + LMCT oraz 1s -> 4p. Poréwnanie intensywnosci przejs$é typu
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1s -> 4p + LMCT 2z innymi przejSciami widocznymi w widmie zwiazku pozwala
na scharakteryzowanie zwigzku [145]. Na Rys. VI. 18 zostaty pokazane wyniki poréwnania
intensywnosci oraz powierzchni pod pikami Is -> 4p + LMCT z 1s -> 4p oraz 1s -> 3d dla
wszystkich zmierzonych prébek oraz, dla poréwnania, dla obliczonych modeli PrP®-Cu(ll) a
I b. Procedura wyznaczenia intensywnosci oraz powierzchni pod pikami zostata
przeprowadzona w programie Athena w zakresie od -25 eV do 55 eV wokot krawedzi K Cu.
W celu dopasowania tla absorpcyjnego, wybrano funkcje arcus tangens z ustalonym punktem
przegiecia na wartosci Eo. Wartosci Eg otrzymane zostaly podczas normalizacji widm, ktérg
przeprowadzono wybierajac warto$¢ Eo w drugim miejscu zerowym |l pochodnej widma.

W przypadku dopasowywania pikéw do widm ab-initio otrzymanych z programu FEFF, tto
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Rysunek V1. 18 Relacje pomiedzy intensywnosciami pikéow odpowiadajgcych przejsciu 1s -> 4p + LMCT
oraz krawedzi absorpcji (1s -> 4p) i piku przedkrawedziowego (1s -> 3d). Zaleznos¢ zostata pokazana
dla wszystkich zmierzonych zwigzkéw referencyjnych, probki kompleksu PrP°-Cu(ll) oraz, dla

poréwnania uwzglednione zostaly takze obliczone modelowe struktury PrP®-Cu(ll) a oraz b.
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Rysunek VI. 19 Odtworzenie widma XAS poprzez dopasowanie do niego pikéw w formie funkcji Gaussa
oraz funkcji skokowej arcus tangens. Wartosci przypisane kolorom na wykresie odpowiadajq maksimom

dopasowanych funkcji.

zostato odtworzone przy pomocy funkcji bledu, natomiast parametr Eo byl dopasowywany.
Wszystkie piki byly dopasowywane za pomocg funkcji Gaussa. Przykladowe dopasowanie
pikow o profilu gaussowskim wraz funkcja skokowg arcus tanges, pokazane jest na Rys. VI.
19. Powierzchnie pod pikami byly obliczane z poziomem ufnosci 95 %, zatem niepewnos$¢
otrzymanych wynikéw wynosita 5 %. Nalezy zaznaczy¢, ze model PrPC-Cu(ll) b nie posiadat
struktury przedkrawedziowej, wigc niemozliwe bylo wykonanie analizy w tym przypadku.
Szare obszary na Rys. VI. 18 oznaczajg obszar o znacznym podobienstwie lokalnej struktury
elektronowej do kompleksu PrPC-Cu(Il), wlaczajac w to niepewnosci [170]. Podczas
poréwnania wynikéw nalezy takze pamietaé o tym, ze widmo kompleksu PrPS-Cu(ll) jest
w rzeczywistosci kombinacja liniowa. Jak mozna zauwazy¢, z wykresu wynika, Zze ptaska
struktura kompleksu Cu(ll)-ftalocyjnanian x H2O jest podobna do modeli teoretycznych
i widma eksperymentalnego kompleksu biatka. Ze wzgledu na niewielkie wzgledne
niepewnosci poréwnan krawedzi 1s -> 4p + LMCT dla kompleksu PrPS-Cu(ll) (3,95 % dla
powierzchni pod pikiem i 5,12 % dla wysokosci piku) oraz wzgledne niepewnosci poréwnan
1s->3d/1s->4d +LMCT (10,21 % dla powierzchni pod pikiem i 10,88 % dla wysokos$ci piku)

mozna stwierdzi¢ podobienstwo struktury elektronowej rozpatrywanych kompleksow Cu(II).
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Oba modele teoretyczne maja stosunki powierzchni pod pikami oraz stosunki intensywnosci
pikbw tworzacych krawedz absorpcji i 1s -> 4p + LMCT podobne do stosunkow
w doswiadczalnym widmie PrP¢-Cu(ll) oraz Cu(ll)-ftalocyjanian. Z drugiej strony, stosunki
1s ->3d / 1s -> 4p +LMCT w modelu PrP®-Cu(ll) a sa znacznie mniejsze niz w widmie
doswiadczalnym, natomiast w przypadku modelu PrPS-Cu(ll) b s3 niezdefiniowane,
ze wzgledu na brak przejscia 1s ->3d w widmie XAS tego modelu. Takie empiryczne podejs$cie
pozwala w sposob jakosciowy oceni¢ wzgledne roznice w konfiguracji elektronowej i wplywie
ligandow migdzy poszczegdlnymi zwigzkami tego samego metalu.

Badanie wigzania jondw Cu(Il) do biatka prionowego za pomoca spektroskopii XAS
jest trudne z powodu kilku aspektéw. Przede wszystkim, wszystkie kompleksy organiczne
Cu(Il) sg niestabilne, jezeli podda si¢ je dziataniu intensywnej wiagzki rentgenowskiej, moga
relatywnie tatwo ulega¢ efektowi fotoredukcji [171,172]. W przypadku kompleksu PrP¢-Cu(ll)
dodatkowo widmo po fotoredukcji moze mie¢ bardzo podobny ksztaltt do widma
niezredukowanego [133]. Dlatego zostata przeprowadzona analiza potozenia miejsc zerowych
w 11 pochodnej widm absorpcyjnych, ktéra wykazata réznice wzgledem Cu(0), podobne jak
w przypadku pierwszego eksperymentu. Ponadto, caty eksperyment zostat zaprojektowany tak,
aby zminimalizowa¢ ryzyko wystapienia efektu, nawet kosztem jakosci pojedynczego pomiaru.
Z kolei duza statystyka pomiaro6w pozwolita zredukowaé widoczne obnizenie jakosci pomiaru.
W wyniku analizy wynikow i zastosowaniu bardziej zaawansowanej, dwustopniowej
metodologii optymalizacji geometrii otrzymano lepszej jakosci modele wigzania
i potwierdzono hipoteze o koegzystencji dwoch srodowisk wigzacych Cu(Il) w probkach PrPC-
Cu(Il). Poza pozostalosciami buforu zawierajgcego Cu(ll), w probce znajdowaty si¢ dwa
zupelnie srodowiska chemiczne Cu(ll), oznaczone jako PrP¢-Cu(ll) a oraz b. Pierwsza z nich
wykazywata typowa strukture elektronowa zwigzku Cu(Il) z silng hybrydyzacja stanow Cu d
z orbitalami typu p ligandow. W drugiej, elektrony x z ligandow aromatycznych wypehniaty
stany nieobsadzone Cu, co spowodowato wytworzeniem wigzan pomi¢dzy stanami Cu 4p 1 O
oraz N 3p bez udziatu hybrydyzacji. Podobny efekt zaobserwowano w kompleksie Cu(Il)-
ftalocyjanian x H20. Transfer tadunku ma wplyw na stabilno$¢ modelowych kompleksow,
co moze tlumaczy¢ na poziomie struktury elektronowej wlasnosci neuroprotekcyjne jonow
Cu(ll) w chorobie prionowej. Dodatkowo, jak zostalo pokazane, empirycznie mozna
oszacowac wilasciwosci elektronowe badanego kompleksu zawierajacego widoczne przejscie
1s -> 4p + LMCT, dysponujac odpowiednig iloscig roznorodnych referencji. Na koniec, nalezy

podkresli¢, iz otrzymane wyniki maja zastosowanie $cisle do probek kompleksu PrPC-Cu(ll)
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otrzymanego w pH 6.5, w stosunku biatko : jony réwnym 1:1, natomiast metodologia pozwala
na analiz¢ dowolnych wynikow.

Porownujgc obydwa eksperymenty przeprowadzone na pelnym kompleksie
PrPC-Cu(Il) mozna zauwazy¢ zaréwno roznice jak i podobienstwa w otrzymanych wynikach.
Przede wszystkim rozpatrywane probki roznity si¢ otoczeniem i faza w jakich byt dokonywany
pomiar. Ponadto, w trakcie analizy danych otrzymanych w wyniku pomiaréw prébek wodnych,
do otrzymania modeli 3D kompleksow PrP®-Cu(Il) wykorzystano teorie DFT. Jednoczesnie
nalezy zaznaczy¢, iz $rodowisko wodne jest blizsze warunkom naturalnym dla biatka
prionowego. Obydwa argumenty pokazujg iz bardziej wiarygodne sa wyniki otrzymane dla
probek ciektych. Warto jednak pamigtaé, ze opracowany model szacowania stechiometrii
wigzania Cu(Il) przez biatko na bazie skali efektu samoabsorpcji poprawnie przewidziat liczbe
jondw przytaczonych do biatka. Ponadto, réznice w I strefie koordynacyjnej pomiedzy
kompleksami PrP€-Cu(ll) i PrPC-Cu(ll) a oraz Hiss-Cu(1l) i PrP€-Cu(11) b sg nieznaczne i moga
wynikaé zarowno z niedoktadnosci optymalizacji geometrii modeli przestrzennych opartej

tylko na potencjale UFF, lub z r6znego srodowiska badanych probek.
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VI. 4 Podsumowanie

W ramach badania biatka PrP® bioracym udzial w procesach amyloidogenezy,
wykorzystano metod¢ XAS. Zbadano kompleksy tego biatka z jonami Cu(Il) w réznym
otoczeniu. Jony Cu(ll) najefektywniej tworza kompleksy metaloorganiczne z tym biatkiem,
co ma wpltyw na rozwdj choréb neurodegeneracyjnych. Odnoszac si¢ do celow badan,
w szczegolnosci wykazano, ze:

»  Wszystkie pomiary kompleksow organicznych zostaly wykonane tak, aby
zminimalizowa¢ zjawisko fotoredukeji kompleksu PrPC-Cu(ll). Dlatego tez wykonano
pomiary tylko dla zakresu XANES, w wielu punktach probki i z krétkimi czasami
akwizycji. Dla probek proszkowych opracowano metodologie analizy wynikéw
eksperymentalnych w postaci widm XANES wykorzystujaca zoptymalizowane modele
struktur  komplekséw PrP¢-Cu(ll) do obliczen ab-initio i uwzgledniono efekt
samoabsorpcji. Dla probek ciektych zmodyfikowano podejscie nie uwzgledniajac efektu
samoabsorpciji;

»  Opracowano model szacowania stechiometrii kompleksow organicznych metali
w oparciu o obliczenia ab-initio widm XANES, zmodyfikowane poprzez dodanie do nich
efektu samoabsorpciji;

> W toku analizy prébek zliofilizowancch wyszczegélniono dwa otoczenia chemiczne
Cu(Il) w prébce huPrPC (23-231) oznaczone jako PrPC-Cu(ll) i Hiss-Cu(ll), wspélnie
wystepujace w probce w stosunku 1:1 1 wyjasniono nimi ksztatt eksperymentalnego
widma XANES. Podobng zalezno$¢ stwierdzono dla probek ciektych, jednakze
w strukturze Hiss-Cu(Il) zastgpiono jeden z pierscieni imidazolowych grupg COO';

»  Zidentyfikowano efekt transferu tadunku w modelowym kompleksie oznaczonym jako
PrPC-Cu(Il) b powodujacy zanik przejscia 1s -> 3d w widmach XANES tego kompleksu.
Powstaty kompleks jest jednym z dwoch dopasowanych do wynikow eksperymentu
i okazal sie bardzo stabilny. W konsekwencji jego obecno$é w kompleksie PrPC-Cu(ll)
moze powodowac¢ lokalne ustabilizowanie N-terminalnej domeny biatka 1 ulatwic
agregacje. Na bazie wynikéw obliczen w programie FEFF opracowano empiryczng
metode poréwnywania struktur elektronowych zbadanych zwigzkow tego samego

absorbera;
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Wykorzystano informacje¢ strukturalng zawarta w widmach XANES jak i o strukturze
elektronowej jonéw Cu(Il). Badane probki byly to uktady nieuporzadkowane, zawierajace
wiele roznych rodzajéow atomow. Selektywnos¢ metody XAS pozwolita oming¢ problem

heterogenicznos$ci probek i1 skupi¢ si¢ jedynie na miejscach wigzacych badane jony.
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VI1I. Analiza lipidow poddanych dzialaniu Cr(VI)

VII.1 Wstep

Toksyczno$¢ zwigzkow Cr(VI) stanowi wyzwanie dla wspdlczesnej medycyny
ze wzgledu na rosngce uzycie chromu w nowych technologiach i przemysle. Zatrucie Cr(VI)
jest problemem, z ktorym obecnie nie mozna sobie w specyficzny sposob poradzi¢. Problem
narasta gdyz chrom jest szeroko stosowany w przemysle oraz otacza ludzi w zyciu codziennym,
na przyktad w formie stali chromowanej albo suplementdéw diety zmniejszajacych taknienie.

Bez wzgledu na forme¢ wystepowania, Cr(VI) jest

- - uwazany za silnie toksyczny i kancerogenny czynnik.
U czlowieka jest immunotoksyczny [173], moze

wywota¢ astme¢ i nowotwory [173,174]. Wykazano

’ ( "7 takze, ze spozyty, Cr(VI) zaburza réwnowage redoks
komorek hepatocytow i prowadzi do ich apoptozy [173].

Rysunek VII. 1 Przykladowe sposoby  Na poziomie komérkowym, wzrost stezenia Cr(VI)

koordynowania  atomu  Cr przez znacznym stopniu korelowat ze wzrostem aktywnosci

pier§cienie aromatyczne [175]. enzymow usuwajacych wolne rodniki. Proste, jonowe
zwigzki Cr(VI) w wodnych roztworach wystepuja w formie uwodnionej. Zwiazki organiczne
Cr w duzej czeg$ci zawierajg wigzania koordynacyjne pomigdzy atomem Cr 1 kilkoma atomami
pochodzacymi od czasteczki organicznej. Takie zwigzki powstaja czesto poprzez reakcje
kilkuetapowe, prowadzace przez produkty posrednie, ktore moga mie¢ charakter rodnikowy.
W przypadku obecnosci rodnikow, reakcja moze przebiega¢ tancuchowo. Kompleksy
organiczne zawierajace Cr moga mie¢ stopien utlenienia od -11 do V1. Na 0 stopniu utleniania,
atom Cr jest z reguly koordynowany przez elektrony m z pierscieni aromatycznych [175], tak
jak zostato to pokazane na Rysunku VII. 1. Cr(VI) oddziatuje ze zwigzkami organicznymi,
wchodzac z nimi w reakcje redoks. Na przyklad, w oddziatywaniu Cr(VI) — btona
fosfolipidowa, zwigzek Cr(VI) moze wzia¢ udzial w reakcji rodnikowej ze wzgledu na bardzo
niska poczatkows energie swobodng Gibbsa G° dla reakcji pomiedzy CrO4+% i czasteczek
fosfolipidow. W powyzszym przyktadzie chrom sze$ciowartosciowy redukuje si¢ poprzez
niestabilne metastany Cr(V) do stabilnego stanu Cr o nizszym stopniu utlenienia [176]. Wolne
rodniki zawierajgce Cr(V) to bardzo silne utleniacze, ktore z latwoscia moga reagowacé

z elementami btony podczas procesu peroskydacji lipidow [176].
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Inne doniesienia wskazuja, ze Cr(VI) wykazuje zwigkszong przenikalno$¢ przez btony
lipidowe w porownaniu do Cr(Ill), przy czym mechanizm przenikania nie zostat
zidentyfikowany [177]. Zwiazki chemiczne Cr(IIl) w formie komplekséw organicznych
sg znacznie mniej aktywne i relatywnie stabilne. Sposrdéd wielu kompleksow organicznych
Cr(Il) warto wymienié¢ pikolinian chromu (III) [Cr(pic)s]**, ktory jest gtéwnym aktywnym
sktadnikiem suplementow diety zmniejszajacych taknienie. Cr(IIl) bierze udziat w syntezie
organicznej [175] oraz w reakcjach rodnikowych. Jest aktywny biologicznie,
co w niesprzyjajacych warunkach moze stanowi¢ zagrozenie dla struktur komorkowych
w organizmach zywych. Do niedawna uwazalo si¢, ze zwigzki zawierajace Cr(IIl), w tym
[Cr(pic)s]*" sa catkowicie bezpieczne, a cata toksycznoéé chromu wynikata z jego najbardzie;
utlenionych form. W ostatnich badaniach za pomoca mikroskopii TEM wykazano, ze Cr(III)
wywotuje $smier¢ komorek fibroblastow. Ponadto wykazano liczne uszkodzenia nici DNA
co wyjasniono faktem, iz w $rodowisku komorki Cr(III) moze zosta¢ utleniony ponownie
do Cr(VI). Ponadto podwazono bezpieczenstwo stosowania pikolinian chromu (III), gdyz
wykazano powstawanie stresu oksydacyjnego w komorkach traktowanych tym zwigzkiem

[178]. Wszystkie te doniesienia silnie sugeruja, iz chrom ma szkodliwe dziatanie na organizmy
zywe [177].

A. Wybrane wlasciwosci chromu

Chrom (Cr) jest to pierwiastek chemiczny z grupy d metali przej$sciowych Uktadu
Okresowego. W zwigzkach chemicznych moze wystepowaé w wielu stopniach utleniania [73]:
-1V, -1, -1, 0, 1, 1 1L 1V, V, VI przy czym najbardziej stabilne sa zwiazki zawierajace Cr(l11)
oraz Cr(VI). Wraz z Cr(Il), zwigzki Cr(Ill) i Cr(VI) najczesciej wystepuja w $rodowisku
naturalnym [179]. Jednakze z punktu widzenia uktadéw ztozonych, chrom w formie Cr(1l) jest
niestabilny i utlenia si¢ do Cr(Ill) w reakcji rodnikowej [179]. W uktadach biologicznych
z reguly znaczenie majg tylko zwiazki chemiczne zawierajace Cr(IIl). Struktura elektronowa
chromu: [Ar]: 3d%4s! czyni go uktadem o otwartej powloce walencyjnej z niesparowanym
elektronem, co umozliwia przeprowadzenie eksperymentdéw metoda Elektronowego
Rezonansu Paramagnetycznego (EPR). Na VI stopniu utleniania najwazniejsze w przemysle
i biologii sa zwiazki, CrOs (bezwodnik kwasu chromowego), CrOs> oraz Cr.07**, ktore
powstajg w wyniku dysocjacji zwigzkow KCrOs (kwas chromowy) i K>Cr207 (dichromian
potasu) w roztworze wodnym. W wodzie dwa ostatnie zwiazki utrzymuja réwnowagge
termodynamiczng poprzez reakcj¢ wymiany:

2 [CrO4> + 2 H* &[Crz07]> + H20
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Powyzsza reakcja, tak jak wszystkie inne, w ktorych bierze udziat Cr(VI), jest silnie zalezna
od pH. W niskim i umiarkowanym pH, zwiazki Cr(VI) sa silnymi utleniaczami i ich potencjat
utleniajagcy maleje wraz ze wzrostem zasadowosci roztworu. W $rodowisku organicznym
1 biologicznym w kazdym przypadku potencjat utleniajagcy Cr(VI) jest wystarczajaco silny, aby
taki zwigzek mogt si¢ zredukowaé do Cr(Ill) [179]. W formie Cr(lIl) chrom jest najbardziej
stabilny (wykluczajac oczywiscie Cr(0)) i wystepuje zarOwno w zwigzkach organicznych jak
I nieorganicznych. Znany jest tlenek Cr.Os, wodorotlenek Cr(OH)s, liczne sole i kompleksy
nieorganiczne Cr(IIl) jak na przyktad: CrClz, Cr2(SOa)3, [CrCl2(H20)4]Cl, [CrCI(H20)s]Cl>,
[Cr(H20)6]Clzs. Warto dodaé, ze kompleksy Cr(Ill) majg liczbe koordynacyjng 6 lub 5.
Wigkszos¢ zwigzkow Cr(I11) i Cr(VI) jest rozpuszczalnych w wodzie.

B. Bflony lipidowe
Wszystkie btony komorkowe sg zbudowane gtownie z amfipatycznych czastek —
fosfolipidow. Fosfolipidy zawieraja dwie strukturalne czgséci: hydrofobowy tancuch alifatyczny
i hydrofilowa koncowke skupiong wokot grupy fosforanowej. Poszczegdlne typy fosfolipidow
moga si¢ migdzy sobg roézni¢ sktadem grup chemicznych przylaczonych do fosforanu,

dlugoscig tancuchow alifatycznych oraz obecno$cig wigzan podwojnych (—HC=CH-).

C

Rysunek VII. 2 Schematy struktur zorganizowanych, tworzonych przez fosfolipidy: A — monowarstwa;

B — dwuwarstwa; C — wielowarstwa, tu: czterowarstwa; D — liposom; E — micella.
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Ze wzgledu na zawartos¢ wigzan —-HC=CH- w czesci alifatycznej fosfolipidow, rozrdznia si¢
dwie podgrupy tych zwiazkéw: nasycone (bez wigzan —HC=CH-) oraz nienasycone
(zawierajgce grupe —HC=CH-). Oprocz fosfolipidow, sztuczne btony lipidowe moga zawieraé¢
na przyktad glikolipidy, pojedyncze rodzaje biatek i cholesterol. W naturalnej btonie
komorkowej oprocz fosfolipidow, znajduja si¢ takze, cukry, glikolipidy, glikoproteiny,
cholesterol oraz liczne biatka pelniace role transporteréw, kanaldéw jonowych oraz receptorow.
Sztuczne btony lipidowe sktadaja sie tylko z fosfolipiddw oraz nielicznych dodatkdw.
Obecnos¢ fosfolipidow nienasyconych oraz podniesienie temperatury zwicksza plynnosé
btony, podczas gdy dodanie cholesterolu i obnizenie temperatury dziala przeciwnie.
W srodowisku wodnym fosfolipidy uktadaja si¢ tak, aby zminimalizowa¢ kontakt czesci
hydrofobowej z woda. Prowadzi to do powstania réznych struktur przestrzennych, wsrod
ktorych mozna wyr6zni¢ pokazane na Rys. VII. 2: ptaskg monowarstwe (A), dwuwarste (B)
lub wielowarstwe lipidowa (C), liposom (D) oraz micelle (E). Sztuczne modele bton
komoérkowych sg konstruowane tak, aby mozliwie wiernie odtworzy¢ naturalne uktady,
zachowujac przy tym jak najwigksza prostote.

Liposomy to sferyczne pgcherzyki zbudowane z dwu- lub wielowarstwy fosfolipidow.
Ich przekroj moze osiggaé od okoto 30 nm do rozmiaru wielu mikrometrow [180]. Liposomy
mogg by¢ zbudowane z warstw zawierajacych jeden lub wigcej rodzaju fosfolipidow
W zalezno$ci od tego, jakie wlasciwosci maja posiadac. Sposrod wielu modeli blon lipidowych,
liposomy w wodnym $rodowisku najlepiej odtwarzaja whasnosci fizyczne btony komoérkowe;.
Zachowuja wigkszos¢ cech naturalnych bton, w tym: ptynnos¢, przenikalnos¢ dla zwigzkoéw
chemicznych, gradient elektrochemiczny w poprzek btony, a nawet w ograniczonym zakresie

szczegotowa budowe i krzywizne powierzchni dwuwarstwy [181,182].

C. Oddziatywanie Cr(VI) z btonami lipidowymi

Aby zwigzki chromu moglty w pelni uszkodzi¢ komoérke musza dostac si¢ do jej
srodka, a zatem muszg pokonac barierg jaka jest btona komorkowa. Cr(VI) moze przechodzi¢
przez blony lipidowe poprzez kanaly jonowe, za pomoca mechanizmu wymiany anionéw
fosforanowego i sulfonowego [174,183]. Cr(VI) ma wysoki potencjat przenikania przez blong
lipidowa, a w momencie rozpoczecia przechodzenia przez btong, zaczyna si¢ redukowac
do Cr(lll) [177,184]. Zaproponowano, ze najbardziej niszczacym dla blony efektem
oddzialywania z Cr(VI) jest stres oksydacyjny, generowany podczas redukcji [177,184,185].
Proces ten zostat przebadany za pomoca spektroskopii EPR. Po wyeksponowaniu btony

lipidowej na dziatanie Cr(VI) wzrosta jej ptynno$¢, zaobserwowano niestabilne stany posrednie
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zawierajace Cr(V) 1 Cr(IV) oraz zmienit si¢ potencjal elektryczny w poprzek blony [176].
Sa to niezaprzeczalne dowody na bezposrednie oddziatywanie Cr(VI) z btong fosfolipidowsa
0 niepoznanym do konca mechanizmie dziatania.

Niewiele jest dostepnych wynikow literaturowych podejmujacych tematyke
bezposredniego oddzialywania Cr(VI) z btonami lipidowymi, Wykonano eksperyment
na naturalnych blonach komodrkowych Pseudochrobactrum saccharolyticum LY10 i przy
uzyciu pomiarow XAS wykazano redukcj¢ chromu z Cr(VI) do Cr(III) oraz akumulacj¢ Cr(III)
w probkach, jednakze powigzano je z utlenianiem warstwy biofilmu na powierzchni bton [186].
N.S. Raja et. al. (2011) wykonat natomiast pomiary przenikalnosci komplekséw organicznych
1 zwigzkéw Cr(III) przez blony lipidowe, jednakze istotng przenikalno$¢ przez btong wykazat
trans-[Cr(5-metoksysalicyloheksan),  ktory jest zwigzkiem aromatycznym  [183].
Wykorzystujac metod¢ XRD otrzymano dla tego kompleksu struktury jakie moga sie¢
wytwarza¢ podczas oddziatywania zwigzku z btong lipidowa. Otrzymane wyniki obarczone
byly jednak znaczng niepewnoscia, ze wzglgdu na potptynnosé btony lipidowej [183].

Ze wzglgdu na wysoki potencjat utleniajacy Cr(VI), w reakcji redoks z udziatem tych
zwigzkow czgsto powstaja metastany rodnikowe Cr(V) i Cr(IV) [176] i powinno dochodzi¢
do szybkiego uszkodzenia kanatéw jonowych wykorzystywanych w transporcie. Uszkodzenie
prowadzitoby do dysfunkcji takiego kanatu i w efekcie do zatrzymania procesu przenikania
Cr(VI) przez btony. Tymczasem proces ten nie zwalnia w czasie, a nawet przyspiesza
[177,184], co sugeruje istnienie innego, niezbadanego mechanizmu transportu. Proponowany
mechanizm transportu Cr(VI) przez blony komorkowe musi zachodzi¢ przy udziale
dwuwarstwy lipidowej, gdyz jest ona jedynym elementem strukturalnym komorki, jaki oprécz
kanatéw biatkowych ma realny wplyw na przenikanie substancji przez blony komoérkowe.
Ponadto, niezidentyfikowany mechanizm musi uwzglednia¢ proces redukcji z Cr(VI) do Cr(III)
lub Cr(IV) [177,184] oraz wzrastajacg intensywno$¢ dyfuzji Cr(VI) przez btony.

Glownym celem eksperymentu byto znalezienie dowodu istnienia proponowanego
mechanizmu przenikania Cr(V1) przez dwuwarstwy lipidowe oraz opisanie go poprzez model
uwzgledniajacy wszystkie opisane powyzej zatozenia i warunki oraz wlasnosci samych
dwuwarstw lipidowych. Dodatkowo, celem eksperymentu byto zidentyfikowanie wtasnos$ci
btony poddanej dziataniu Cr(VI) oraz scharakteryzowanie produktow oddziatywania Cr(VI)

Z modelowymi btonami lipidowymi.
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VIIL.2  Opis eksperymentu

Aby osiagnaé zamierzone cele eksperymentu, przygotowane zostaly zawiesiny
liposoméw, a nastepnie zostata zbadana ich temperatura gtéwnego przejscia fazowego, Tc.
Parametr Tc postuzyl do oceny jakosci otrzymanych dwuwarstw, gdyz jest
on charakterystyczny dla danej blony lipidowej. Nast¢pnie, liposomy poddawane byty
dziataniu dichromianu (V1) potasu (K2Cr.0y7), a caly niezwigzany w btonie Cr byt usuwany
poprzez przeprowadzenie dializy w temperaturze powyzej Tc. Nastepnie, probki byty suszone
w temperaturze 55 °C i formowane w pastylki. Na tak przygotowanych probkach wykonano
eksperymenty fluorescencji rentgenowskiej (ang. X-Ray Fluorescence, XRF), dyfrakcji
rentgenowskiej (ang. X-Ray Diffraction XRD), XAS oraz RXES. Pozwolily one
na zweryfikowanie zatozenia o chromie, ktéry permanentnie przytacza si¢ do bton lipidowych

oraz na jakoSciowe i ilo§ciowe opisanie tego procesu.

A. Przygotowanie liposomow

Liposomy zostaly przygotowane w sposob analogiczny do opisanego w [187].
Do wytworzenia liposomoéw wybrano fosfolipidy DMPC (1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-
fosfocholiny) oraz DOPE (1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminy). DMPC jest
fosfolipidem zawierajacym 14 atomoéw C w tancuchu alifatycznym i wszystkie wigzania
nasycone, podczas gdy DOPE zawiera 18 atomow C w fancuchu alifatycznym 1 po jednym
wigzaniu nienasyconym (-HC=CH-) w kazdym z tancuchow. Oba zwiazki realistycznie
odtwarzaja wtlasnosci bton komorkowych 1 latwo jest przygotowaé z nich liposomy.
Mieszaniny DMPC (Avanti Polar Lipids nr kat. 850345P) i DOPE (Avanti Polar Lipids nr kat.
850725P) zostaty zgodnie z protokotem rozpuszczone w 99 % DO (D20, Sigma-Aldrich
nr kat. 435767) do koncowego stezenia fosfolipidow rownego 0,15 M. W s$rodowisku D20
produkcja liposoméw przebiega wydajniej niz w H20, ze wzgledu na inny charakter
oddziatywah miedzy czasteczkami wody a fosfolipidami. W szczegdlnos$ci, powstate blony
sg stabilniejsze, sztywniejsze oraz ruch fosfolipidow jest ograniczony w ptaszczyznie tych blon
[188,189]. Przygotowano 5 roznych mieszanin: DMPC, DMPC:DOPE w stosunku ilosciowym
100:1, DMPC:DOPE w stosunku ilosciowym 10:1, DMPC:DOPE w stosunku ilo§ciowym 5:1
i DMPC:DOPE w stosunku ilosciowym 1:1. Obecno$¢ wigzan —HC=CH- powoduje
zwigkszenie ptynnosci bton lipidowych, a stosunki mieszanin fosfolipidow DMPC i DOPE

zostaly dobrane tak, aby pokry¢ mozliwie jak najwiekszy zakres ptynnosci bton modelowych.
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Po rozpuszczeniu w D20 zawiesiny poddawane byty sonikacji w tazni ultradzwigkowej przez
30 minut oraz chtodzone w temperaturze 4 °C przez kolejne 30 minut. Sekwencja byla
powtarzana 6 razy w celu otrzymania jednorodnej zawiesiny liposoméw. Proces wytwarzania
liposoméw przez ultradzwieki wykorzystuje fakt, iz podczas deponowania energii przez falg
ultradzwickowa w wodnej zawiesinie fosfolipidow, powstaja bable kawitacyjne, wokot ktérych
moze uformowac si¢ struktura liposomu. W zalezno$ci od mocy ultradzwigkéw oraz ich
czgstosci mozna zmienia¢ rozmiary powstatych liposomow. W niniejszym eksperymencie

wykorzystano ultradzwieki o mocy 360 W i czestotliwosci 80 kHz.

B. Dodanie K2Cr207 do zawiesiny liposomow i przygotowanie probek

Roztwor K>Cr.0O7 (Sigma-Aldrich nr kat. 483044) zostat dodany do zawiesiny
liposoméw do koncowego stezenia 0,075 M. Woda destylowana zostata uzyta jako kontrola.
Po 15 min inkubacji w temperaturze 21 °C, probki zostaly poddane dializie w celu usunigcia
niezwigzanego w btonie Cr. Schemat uktadu stuzacego do dializy pokazany jest na Rys. VII. 3
A. Dializa zostata przeprowadzona w 52 °C, a probka byla caly czas mieszana przy uzyciu
mieszadta magnetycznego. Procedura byla prowadzona w celulozowym worku dializacyjnym
Spectra/Por 7 (SpectrumLabs, nr kat. 132103). Dializat byt wymieniany po 15 min, 45 mini 19
h. Na Rys. VII. 3 B- C pokazano poczatkowy i koncowy etap dializy. Przygotowano dwa

rodzaje prébek: jedna w formie roztworu wodnego, a druga w formie pastylek. Probki wodne
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Podwdjnie
destylowan
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(~1000 ml)
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MAGNETYCZNE
MS 11 NS

Grzanie Mieszadlo

e L

Rysunek VII. 3 Etap dializy probek poddanych dziataniu Cr(VI): A — Schemat ukiadu do dializy probek;

B — zdjecie dializowanej probki przed pierwszq wymiang dializatu;, C — koncowy etap dializy

(19 godzina).
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po dializie znajdujace si¢ w fiolkach o objetosci 2 ml typu Eppendorf, poddawane byty suszeniu
w temperaturze 55 °C przez 24 h, a nastepnie byly formowane w pastylki o $rednicy 10 mm.

Probki referencyjne zawierajgce KoCr207, CrClz x 5H20, Cr203 i (CsHe)3Cr(CO)3
(wszystkie zwigzki zakupione w firmie Sigma-Aldrich o numerach katalogowych kolejno
483044, 27096, 769533 i 119318), byly mieszane z celuloza (Sigma-Aldrich nr kat. 310697)
do koncowego stezenia 7,5 % Cr w suchej masie probki, a nastepnie byty formowane w pastylki
o §rednicy 10 mm. Wszystkie pastylki uzyte w pomiarach spektroskopowych byty montowane
na holderach pomiarowych przy uzyciu tasmy kaptonowej o grubosci 0,06 mm (GoodFellow,
nr kat. IM301202).

C. Pomiary XAS

Pomiary XAS przy krawedzi K Cr (5989 eV) zostaly wykonane na wigzce
eksperymentalnej BM-25A ,,SpLine” w European Synchrotron Radiation Facility (ESRF,
Grenoble, Francja). Wnetrze hutcha pomiarowego pokazane jest na Rys. VI. 4 A. Dobor energii
odbywat si¢ przy uzyciu monochromatora typu DCM Si(111) w zakresie od 5800 eV do 6830
eV ze zmiennym krokiem energetycznym, ktory wynosit: 20 eV dla zakresu energetycznego
5800 eV — 5981 eV, 0,5 eV w zakresie energetycznym od 5981 eV do 6034 eVV. W dalszym
obszarze krok byl zalezny od liczby falowej k promieniowania padajacego: k = 0,05 A1 dla
rejonu od 6034 eV do 6066 eV i k = 0,1 A dla rejonu od 6067 eV do 6830 eV. Pomiar byt
wykonywany w modzie fluorescencyjnym przy uzyciu 13-elementowego detektora

germanowego o wysokiej czystosci HPGe Sirius Detector (SGX Sensortech) z czasem pomiaru

ssssss

9 4

Rysunek VII. 4 A — Widok na wnetrze hutcha pomiarowego linii BM—25A w ESRF; B — kriostat helowy

do pomiarow probek statych w 10 K przygotowany do pomiaru,; C — uktad do pomiaru probek ciektych.
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rownym 1 s na punkt energetyczny, co skutkowato czasem pomiaru jednego widma ok. 30 min.
Pomiary przeprowadzono w temperaturze pokojowej (RT) i w temperaturze 10 K (CRIO), przy
uzyciu kriostatu wykorzystujacego ciekty hel (Oxford, Rys. VI. 4 B). Pomiary w obu
temperaturach zostaly wykonane w celu oszacowania efektu fotoredukcji. Ponadto,
wykorzystano duzy przekroj wigzki: 1 x 3 mm i rozmyto profil wigzki padajacej w celu
zminimalizowania uszkodzen radiacyjnych. Probki wodne byly mierzone tylko w zakresie
widm XANES (5950 — 6160 eV) w RT w celu uniknigcia uszkodzen radiacyjnych (Rys. VII. 4
B), podczas gdy pastylki byly mierzone zar6wno w RT jak i w CRIO w catym zakresie

energetycznym.

D. Pomiary RXES
Eksperyment zostal wykonany na wigzce P64, na synchrotronie Petra III w DESY
(Hamburg) przy uzyciu dyspersyjnego spektrometru von Hamosa z 6 elementowym,
krzemowym krysztatem analizujagcym (422) widocznym na Rys. VII. 5 A. Dobor energii
odbywat si¢ przy uzyciu monochromatora typu DCM Si(111). Mapy RXES zbierano dla energii
odpowiadajacej linii KB13 Cr w zakresie energii wiazki padajacej od 5985 eV do 6000 eV,

Rysunek VII. 5 A — Widok na spektrometr von Hamosa na linii P64 w DESY; B —Zblizenie na uklad
pomiarowy w momencie dokonywania skanow widm XANES przy uzyciu detektora PIPS (zaznaczony

strzatkq na rysunku).
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z dodatkowymi trzema skanami widm XES dla energii 6200 eV oraz serig pomiaréw dla energii
5930 eV, 5935 eV, 5940 eV, 5945 eV i 5950 eV do celdw kalibracji. Pomiary kontrolne pelnych
widm XANES przy krawedzi K Cr (5989 eV) w zakresie od 5890 eV do 6050 eV wykonano
przy uzyciu detektora krzemowego PIPS (Canberra, GmbH) z krokiem energetycznym 0,5 eV.
Uktad w trakcie pomiaru tym detektorem pokazany jest na Rys. VII. 5 B. Eksperyment
w catosci zostal przeprowadzony w temperaturze 10 K przy uzyciu Kriostatu wykorzystujacego
ciekty hel (Oxford).Aby zminimalizowa¢ straty sygnatu spowodowane obecno$cig powietrza
na drodze optycznej fluorescencji rentgenowskiej, cala droga optyczna sygnatu byta
wypelniona helem w temperaturze pokojowej. W tym celu uklad pomiarowy zostat owiniety
workiem z cienkiej folii, ktora wypelniona zostata gazowym He. Wykonano pomiary referencji:
K2Cr207, CrCls, CrFs, Cr203, Cr(CO)3(CeHe), Cr2(SOs)3, a takze probek: DMPC + Cr,
DMPC:DOPE 10:1 + Cr oraz DMPC:DOPE 1:1 + Cr.

E. Pomiary uzupetniajgce

Jako uzupehienie glownych eksperymentéw XAS oraz RXES wykonano kilka
eksperymentéw dodatkowych: pomiar temperatury przejscia fazowego Tc, analiza ste¢zenia
Cr metodg XRF prébek liposoméw z Cr oraz analiza strukturalna metodag XRD probek
liposomoéw z Cr.

Pomiar Tc zostal wykonany metoda spektroskopii w podczerwieni (ang. Infrared
Spectroscopy, IR) przy uzyciu spektrometru IR z transformata Fouriera (ang. Fourier
Transform Infrared Spectrometer, FTIR) z wykorzystaniem spektrometru Bruker IFS 66/s
Z przystawka P/N 21525 (SPECAC) do pomiaréw temperaturowych i detektorem DLATGS
z rozdzielczoscia spektralng 4 cm™. Pomiar prowadzono w zakresie od 2800 cm™ do 3000
cm? w temperaturach od 10 °C do 40 °C z krokiem 2 °C. Ze wzgledu na najwicksza
intensywnos¢ w widmie IR, do analizy wybrano pasmo rozciagajacych drgan asymetrycznych
grup CHz vas(CH2). Pozycje pasm vas(CHz2) i vs(CH>) zostaty okreslone w funkcji temperatury.

Pomiar XRF zostat wykonany przy uzyciu laboratoryjnego zrodta promieniowania X,
na ktdre sktadata si¢ lampa rentgenowska L9191 (Hamamatsu). Napigcie i natezenie lampy
zostaly ustawione na 30 kV i 22 pA. Ze wzgledu na fakt, iz kat emisji promieniowania w tym
modelu wynosi 120 °, do uktadu dodano kolimator otowiany W celu usunigcia rozproszen.
Fluorescencja rentgenowska byta rejestrowana przy uzyciu detektora krzemowego XR-100CR
Si X-Ray Detector (AmpTek) z zasilaczem PX2T/CR Power Supply & Amplifier (AmpTek) oraz
licznikiem wielokanatowym Pocket Multichannel Analyzer MCA 8000A (AmpTek). Detektor
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zostal ostonigty dwoma warstwami folii Al-Pb o grubosciach 2 mm (Pb) i 200 pm oraz
ustawiony pod katem 45 °, w odlegtosci 10 cm od probki. W trakcie pomiaru zmierzono
wszystkie probki liposomow poddanych dziataniu Cr(VI) w formie pastylek oraz wszystkie
referencje.

Eksperyment XRD zostat wykonany przy uzyciu laboratoryjnego dyfraktometru
X’Pert PRO (Panalytical) z wykorzystaniem charakterystycznych linii emisyjnych Cu Ka
(M = 1,541 A, A2 = 1,544 A). Dyfraktometr zostal wyposazony w grafitowy monochromator
oraz krzemowy detektor tasmowy (X 'Celerator). Pomiary wykonano w temperaturze
pokojowej dla kata 2@ obejmujacego zakres od 1 ° do 30 ° z krokiem 0.0426 °/s. Aby
wyeliminowa¢ dodatkowe refleksy pochodzace od podloza, wszystkie probki mierzone byty
na bezrefleksowej ptytce krzemowej. Wykonano pomiary wszystkich probek liposomow

poddanych dziataniu Cr(VI) w formie pastylek.
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VII.3  Wyniki i dyskusja

A. Analiza FTIR

Ze wzgledu na planowane przeprowadzenie dializy powyzej Te, w fazie polptynnej,
nalezato t¢ temperature¢ wyznaczy¢. Przyktadowe wyniki dla liposoméw DMPC pokazano
na Rys VII. 6, gdzie wida¢ rowniez wyrazne pasma pochodzace od drgan symetrycznych
rozciggajacych grup CHz vs(CH2). Do potozen pasma Vas(CH2) dopasowano funkcje Gaussa,
a nastgpnie Wyznaczono potozenia maksimow drgan Vas(CH2) w zalezno$ci od temperatury
i dopasowano funkcje sigmoidalng. Punkt przegiecia, bedacy parametrem dopasowania,
zaznaczony na Rys. VII. 6 B odpowiada Tc, ktora wyniosta 25,3 (2) °C. Wartos¢ ta jest zgodna
z danymi literaturowymi [190,191]. Ponadto, jest to najwyzsza mozliwa temperatura przejscia
fazowego w rozpatrywanych probkach, gdyz dodanie DOPE, zawierajgcego wigzania —
HC=CH- obnizy warto$¢ Tc [192]. Na potrzebe wytworzenia probek i dalszych pomiarow

ta temperatura zostata przyjeta, jako warto$¢ graniczna dla przejs¢ fazowych.
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Rysunek VII. 6 A — pasma w widmie FTIR, charakterystyczne dla bton lipidowych. Przerywang linig
oznaczono pierwotne polozenie pasm vs(CHz) i Vas(CH2); B — maksima pasma vas(CH2) w funkcji
temperatury oraz dopasowana do nich funkcja sigmoidalna. Przerywana pionowa linia pokazuje punkt

przegiecia sigmoidy rowny Tc.

B. Pomiary XRD
Pomiary XRD przeprowadzono zaréwno na liposomach poddanych dziataniu K2Cr.O7
jak 1 na nie poddanych dziataniu Cr(VI). Ze wzgledu na ksztalt dyfraktograméw liposomow
niepoddanych dziataniu Cr(VI) mozna wyr6zni¢ dwie grupy pokazane na Rys. VI. 7 A-B.
Pierwsza, nie zawierajaca, lub zawierajaca mate stezenie DOPE sktadata si¢ z probek DMPC
i DMPC:DOPE w stosunku ilosciowym odpowiednio 100:1. Druga zawierata probki
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Rysunek VII. 7 Wyniki pomiaréw XRD probek liposomow przed i po poddaniu ich dziataniu Cr(VI):

A — grupa zawierajgca mato DOPE (DMPC i DMPC:DOPE 100:1); B — grupa zawierajqca duzq frakcje
DOPE (DMPC:DOPE 10:1, DMPC:DOPE 5:1 oraz DMPC:DOPE 1:1). Szare tlo i numery
odpowiadajq obszarom charakterystycznym, wyroznionym na podstawie probek liposomowych nie

poddanych dziataniu Cr(VI).

DMPC:DOPE w stosunku odpowiednio 10:1, DMPC:DOPE w stosunku odpowiednio 5:1 oraz
DMPC:DOPE w stosunku odpowiednio 1:1. Na podstawie analizy potozen refleksow
dyfrakcyjnych wyznaczono 6 obszaréw charakterystycznych dla badanych liposoméw (szare
tto na Rys. VII. 7 A-B). Na podstawie relacji Bragga (11.16) dla zidentyfikowanych refleksow
wyznaczono odlegltoéci djy;. Zebrane wyniki sg zawarte w Tabeli VII. 1. Porownujac obie
grupy widac, ze te z matg frakcja DOPE sg bardziej uporzadkowane gdyz wykazuja wiecej
reflekséw w widmie XRD, na przyktad dla 20 = 11,7 ° lub 5 °. Jest to zgodne z zalozeniem,
ze DOPE zwigksza ptynnos¢ btony, a co za tym idzie, jej nieuporzagdkowanie. Jednoznaczna
analiza refleksow jest problematyczna, ze wzgledu na potptynny charakter btony, jednakze na
podstawie literatury mozna przypisa¢ interpretacje niektérym refleksom. Pik w rejonie 1.71 -
1.94 A (oznaczony jako 1) odpowiada za przestrzen miedzy kolejnymi dwuwarstwami
fosfolipidowymi [193]. W rejonie od 2.8 © do 3.8 © wystepuje szeroka struktura w widmie XRD.
Btona lipidowa ma cechy dwuwymiarowego cieklego krysztalu i w efekcie lokalna grubosé
takiej blony moze sie znacznie waha¢, w tym wypadku sa to wartosci od 57,7 A do 45,4 A.
Ponadto, eksperymentalna rozdzielczo$¢ jest funkcjg parametru 26 i maleje wraz ze wzrostem
wartosci 260. Omawiana szeroka struktura jest wynikiem natozenia si¢ licznych refleksow
wystepujacych obok siebie. Ponadto, to wlasnie dla tych warto$ci zachodza duze zmiany
po dodaniu Cr(VI) do liposoméw. Wartosci oznaczone 2a i 2b w Tabeli VII. 1 zostaty

wyznaczone na podstawie punktow przegiecia w II pochodnej widma XRD. Rejon 9 ° do 20 °
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20 obrazuje szczegbdlnie dobrze réznice migdzy grupa widm z duza zawarto$cia DOPE
a widmami DMPC:DOPE 100:1 i DMPC. Przed dodaniem Cr(VI) proébki DMPC oraz
DMPC:DOPE 100:1 byly mniej ptynne, jednakze po oddziatywaniu z Cr(VI) wszystkie probki
miaty podobne widma XRD.

Na podstawie znajomosci struktury modelowej btony lipidowej mozna przypisac
znaczenia refleksom na dyfraktogramach z Rys. VII. 7 A-B. Odpowiadaja one geometrycznym
wlasnos$ciom liposomow, w szczegdlnosci: grubosci powierzchni, potozeniu wigzan —-HC=CH-
oraz grubosci monowarsty i dwuwarstwy. Na przyktad dla liposoméw DMPC:DOPE 1:1,
refleksy w Tabeli VII. 1 odpowiadaja warto$ciom dna: 47,06 A, 30,31 A, 23,56 A, 13,20 A,
8,90 A, 6,73 A, 4,21 A.1tak warto$¢ 47,06 A odpowiada grubo$ci dwuwarstwy lub podwdjnej
grubo$ci monowarstwy lipidowej, natomiast wspotczynniki dma 30,31 A i 23,56 A
sa porownywalne z grubosciami monowarstwy lipidowej. Wartosci 8,90 A i 13,20 A
odpowiadaja z kolei potozeniom wigzan —-HC=CH-. Warto jeszcze zwroci¢ uwage na zblizone
relacje miedzy potozeniem refleksow: 8,9 A/42 A~2,1,132 A/6,7 A~2,0, 47,1 A/23,6 A~
2,0. Sugeruje to, iz niektore refleksy moga by¢ wyzszego rzedu niz 1, co jednak nie mogto
zosta¢ zweryfikowane w tym eksperymencie.

Warto jeszcze zwrdci¢ uwage na jednag roznice pomiedzy widmami XRD DMPC
i DMPC:DOPE 100:1, a ich odpowiednikami po dodaniu Cr(V1). Dla DMPC wystepuje jeden
maly refleks przy 28,18 ° 20 (réwny dna = 3,16 A), a dla DMPC:DOPE 100:1 dwa mate
refleksy przy 28,05 °i 29,44 ° 20 (réwne warto$ciom dna kolejno 3,18 Ai 3,03 A). Tych struktur
nie ma w widmie XRD dla liposoméw o wigkszej zawartosci DOPE. Tymczasem po dodaniu

Cr(VI) w obu widmach wspomniane struktury znikaja, natomiast pojawiaja si¢ podwojne

Tabela VII. 1. Wyniki przypisania odlegtosci miedzyptaszczyznowych do refleksOw 0znaczonych na Rys.
VI. 4 A-B.

, Polozenie refleksu 20 / da [° / A]
Probka 1 2a 2b 3 4 5 6
DMPC 1,88/ 2,81/ 3,71/ 6,68 / 9,86/ 14,44 / 21,69/
47,06 31,39 23,77 13,22 8,96 6,13 4,09
DMPC/DOPE 1,71/ 2,88/ 3,71/ 6,52/ 9,76 / 14,27 / 21,49/
100:1 51,66 30,67 23,77 13,54 9,05 6,20 4,13
DMPC/DOPE 1,94/ 2,84/ 3,71/ 6,85/ 10,16/ 13,51/ 21,23/
10:1 45,44 31,03 23,77 12,88 8,69 6,55 4,18
DMPC/DOPE 1,81/ 2,88/ 3,71/ 6,69/ 9,93/ 13,37/ 21,13/
5:1 48,70 30,67 23,77 13,20 8,90 6,61 4,20
DMPC/DOPE 1,88/ 2,91/ 3,75/ 6,69/ 9,93/ 13,14/ 21,06/
1:1 47,06 30,31 23,56 13,20 8,90 6,73 4,21

136




refleksy dla DMPC +Cr przy 27,24 ° i 27,60 ° 20 (réwne warto$ciom dhi Kolejno 3,27 Ai 3,23
A) oraz dla DMPC:DOPE 100:1 +Cr przy 27,14 ° i 27,48 ° 20 (réwne warto$ciom dhi kolejno
3,28 A'i 3,24 A). Grupa liposoméw z matg zawartoscia DOPE ma najmniej ptynne blony
lipidowe. Eksperyment byt zaprojektowany tak, aby Cr(VI) przenikatl od zewnatrz liposomu
do $rodka dzicki powstalemu gradientowi elektrochemicznemu. Proces przenikania zaczynat
si¢ na powierzchni dwuwarstwy, ktora jesli byta zbyt sztywna, nie dopuszczata do przenikania
Cr(VI) przez blong. Oba refleksy w widmach XRD DMPC +Cr i DMPC:DOPE 100:1 +Cr
mozna wiec skorelowa¢ z asocjacja Cr(VI) na powierzchni btony i wytworzeniu nowe;j,

uporzadkowanej warstwy atomow, ktéra odpowiada nowym warto$ciom dhii.

C. Pomiary XAS i XRF

Zmiang stopnia utlenienia w wyniku redukcji Cr(VI) podczas oddzialywania K2Cr.07
z btonami lipidowymi mozna przesledzi¢ analizujagc wyniki pomiar6w XAS. Na Rys. VII. 8 A
pokazane zostaly znormalizowane widma XAS otrzymane dla wszystkich probek
liposomowych oraz zmierzonych probek referencyjnych podczas pomiarow na synchrotronie
w ESRF. Wszystkie widma XAS Cr posiadaty przejécia elektronowe [194] 1s -> 3d, powstate
w wyniku hybrydyzacji stanow 2p ligandéw i 3d Cr w zakresie energii od 5987 eV do 5995
oraz przejscie 1s -> 4p w zakresie energii od 6000 eV do 6005 eV. Ponadto widma K.Cr.0O7
oraz liposomow z matg zawartoscia DOPE (DMPC + Cr i DMPC:DOPE 100:1 +Cr)
wykazywaty obecnos$¢ przejscia 1s -> 4p + LMCT w rejonie od 5996 eV do 6003 eV [195].
Surowe dane z pomiarow zostaly przetworzone w dostgpnym na stacji pomiarowej programie
SpecConverter 1.6 autorstwa dr Ivan’a de Silvy. Normalizacje¢ i1 usunigcie tta przeprowadzono
w programie Athena [53]. Widma zostaly skalibrowane do pierwszego punktu przegiecia
w |1 pochodnej widma Cr° (5989 eV). Ze wzgledu na intensywny pik przedkrawedziowy, dobor
Eo polegal na wybraniu punktu przegigcia lezacego najblizej potowy wysokosci intensywnosci
krawedzi absorpcji. Dodatkowo, zawarto§¢ Cr w liposomach okazata si¢ bardzo rdzna,
co mozna bylo zaobserwowac¢ juz w trakcie eksperymentu. Podczas pomiarow w RT, dla probki
DMPC + Cr ilo$¢ zliczeh wynosila 15 na 1 s na punkt energetyczny, podczas gdy dla
DMPC:DOPE 1:1 zaledwie 0,5 zliczenia na sekunde. Aby skompensowa¢ zmiany, pomiar
kazdego widm miat inng statystyke, aby otrzymac zblizone wartosci S/N (sygnatu do szumu).
Z kolei podczas pomiarow w CRIO, probki musialy zosta¢ przyciete, a przekrdj wigzki
padajacej byl duzo mniejszy (0,3 mm x 0,3 mm) niz wczesniej. Dodatkowo, na drodze
optycznej wigzki padajacej jak i fluorescencji rentgenowskiej, znajdowat si¢ ciekty hel

w kriostacie 1 dodatkowe dwa okienka berylowe. Z tego wzgledu sygnat XAS otrzymany
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Rysunek VII. 8 Wyniki pomiarow XAS probek liposomow po poddaniu ich dziataniu Cr(VI) oraz probek
referencyjnych: A — widma XAS z zaznaczonym obszarem przedkrawedziowym,; B — zblizenie na obszar
przedkrawedziowy zaznaczony w (4). Szarym tlem wyrdézniony zostat pik przedkrawedziowy. Czarna
strzatka pokazuje przesunigcie krawedzi absorpcji miedzy widmami K>Cr.0; i DMPC:DOPE 1:1;
C — Wykres obrazujgcy zmiennos¢ wysokosci i powierzchni pod pikiem przedkrawedziowym oraz

potozenia krawedzi absorpcji.
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z pomiaréw CRIO okazat si¢ duzo stabszy i postuzyl tylko do oceny obecnosci uszkodzen
probki w wyniku naswietlenia jej promieniowaniem X. Jednakze nie stwierdzono réznic
pomiedzy wynikami otrzymanymi w CRIO i RT, zatem wnioskuje si¢, ze probka nie zostata
uszkodzona. Jak mozna zauwazy¢ wraz rosngcg zawarto$cig DOPE w liposomach,
w otrzymanych widmach malat pik przedkrawe¢dziowy, co wida¢ na zblizeniu rejonu
przedkrawedziowego widm na Rys. VII. 8 B. Jednoczesnie krawedz absorpcji przesuwata si¢
w kierunku niskich energii, co wskazywato na redukcje z Cr(VI) do nizszego stopnia utlenienia.
Catkowite przesuni¢cie wyniosto 3,3(4) eV do wartosci 6002.3(4) eV. Jest to dowod na zmiang
otoczenia chemicznego atomow Cr. Opisane zmiany mogly by¢ konsekwencja coraz
mniejszego wkladu do widma XAS od struktury przedkrawedziowej w widmie zwigzku
K2Cr207, ktdrej maksimum znajduje si¢ w 5991.8(4) eV. Réwnoczesnie powstawaly nowe
produkty redukcji, ktorych udzial stawat si¢ coraz wyrazniejszy w widmach XAS. Nie mogty
to by¢ zwiazki Cr(V) gdyz sg one bardzo niestabilne [176]. Mozliwie natomiast byto powstanie
zwigzkow Cr(Ill), Cr(IV) lub ich mieszaniny. Zmiany w potozeniu krawedzi absorpcji
1 strukturze piku przedkrawedziowego mozna opisac ilo§ciowo, co zostato pokazane na Rys.
VII. 8 C. Warto zauwazy¢, ze profil zmienno$ci potozenia krawedzi i powierzchni pod pikiem
przedkrawedziowym sg niemal identyczne. Aby sprawdzié, czy powstate zwigzki maja stopien
utlenienia Il czy IV, na podstawie widm zwigzkéw referencyjnych wykonano krzywa
kalibracyjng stopien utlenienia — polozenie krawedzi absorpcji. Wynik pokazany jest na Rys.
VII. 9. Krzywa sporzadzono na podstawie dopasowania liniowego potozen krawedzi absorpcji
zwigzkow K2Cr207, Cr203 i (CeHs)Cr(CO)z. W celu zidentyfikowania usrednionego stopnia
utlenienia w widmach liposomdw ich widma umieszczono na wykresie krzywej kalibracyjne;j.
Jak mozna zauwazy¢ usredniona warto$¢ stopnia utlenienia odpowiadajaca liposomom DMPC
+Cr oraz DMPC:DOPE 100:1 +Cr wyniosta 5,5(5), natomiast dla pozostatych liposomow
usredniona warto$¢ wyniosta 4,5(5). Znaczny krok energetyczny pomiaru uniemozliwit
jednoznaczne odr6znienie widm liposomow wewnatrz grup zawierajacych duza i mata frakcje
DOPE. Warto jednak zaznaczy¢, ze probki zgrupowaly sie¢ podobnie, jak w przypadku
pomiaréw XRD, zatem mozna stwierdzi¢, ze za malejacy stopien utlenienia odpowiadaja
wigzania -HC=CH-. Ponadto w probce DMPC:DOPE 1:1 +Cr , w ktorej nie bylo juz Cr(VI)
stopien utlenienia wynidst co najmniej 4, a nie 3, tak jak pierwotnie zakladano. W celu
doktadniejszej identyfikacji stopnia utlenienia Cr w liposomach nalezalo wykona¢ pomiar XAS
z mniejszym krokiem energetycznym. W dalszej dyskusji, jako forme¢ zredukowang
Cr 0 nizszym stopniu utleniania na podstawie krzywej kalibracyjnej i dyskusji powyzej
oznaczano jako Cr(IV).
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St. utl. = 0,47(5) [1/eV] - E [eV] - 2822,15(297,85)
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Rysunek VII. 10 Wyniki dopasowania widm XAS DMPC:DOPE 1:1 oraz K,Cr,07 do pozostatych widm

liposoméw: A — DMPC; B — DMPC:DOPE 100:1; C —
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Tabela VII. 2 Wyniki dopasowania liniowego widm XAS DMPC:DOPE 1:1 oraz K,Cr,O7do widm XAS
DMPC, DMPC:DOPE 100:1, DMPC:DOPE 10:1 oraz DMPC:DOPE 5:1.

Referencja Cr
Probka K,Cr,0, (Cr(V1)) DMPC:DOPE 1:1 (Cr(1vy) f [CTVCrIVIT | R
DMPC 0.922(15) 0.078(17) 11.821(355) |0.037
DMPC/DOPE 100:1 0.933(16) 0.067(16) T 13.025(46) | 0.041
DMPC/DOPE 10:1 0.540(10) 0.460(10) E“: 1.174(235) | 0.037
DMPC/DOPE 5:1 0.500(11) 0.500(11) | 1000(220) [0.043
DMPC/DOPE 1:1 0 1 0 N/A

i DMPC:DOPE 1:1 + Cr do pozostatych widm liposomdw. Obliczenia wykonano w programie
Athena przy zablokowanej mozliwosci dopasowania parametrow Eo oraz warunku wag
wiekszych od 0 1 sumujacych sie do 1. Dopasowania zostaty wykonane na I pochodnych widm
XAS w zakresie od 5974,8 eV to 6064,8 eV. Analiza zostata przeprowadzona przy uzyciu widm
w formie | pochodnej, gdyz mniej zalezg one od czynnikow zewngtrznych i problemow
z normalizacjg oraz wyrazniej eksponuja roznice spektralne. Parametr R opisany wczesniej
w Rozdziale V postuzyt do oceny dopasowania. Wyniki analizy LCF znajduja si¢ w Tabeli VII.
2 oraz na Rys. VII. 10. Na podstawie wynikéw dopasowania policzono takze stosunek
ilosciowy [Cr(VI)]/[Cr(IV)]. Jak mozna zauwazy¢ w przypadku probek DMPC i DMPC:DOPE
100:1 wartosci znacznie odbiegaja od pozostatych probek. Jezeli zgonie z wynikami
otrzymanymi z eksperymentu XRD przyjmie si¢, iz Cr(VI) osiadat na powierzchni liposomow,
wowczas wyniki kombinacji liniowej, przy braku redukcji do Cr(IV), $wiadczy¢ moga
0 intensywnej asocjacji chromu na powierzchni liposoméw DMPC i DMPC:DOPE 100:1.
Protokot eksperymentalny dla probek liposomowych w formie pastylek obejmowat
dlugie suszenie w temperaturze 55 °. Wydtuzylo to znacznie czas oddziatywania Cr(VI) z blong
i przesuneto rownowagg zaktadanej reakcji Cr(VI1) + R < Cr(IV)-R w strone produktow (gdzie
R oznacza dowolng reszt¢ organiczng). W zwigzku z tym powstatlo wigcej produktow
zawierajacych Cr(IV), jednakze w wyniku suszenia nie powinny powsta¢ inne zwigzki
chemiczne niz w fazie wodnej. Aby zweryfikowa¢ t¢ hipotez¢ podczas tego samego
eksperymentu wykonano pomiary XAS prébek wodnych w RT. Podobnie jak dla probek
w formie pastylek wykonano analiz¢ LCF, ktorej wyniki znajduja si¢ w Tabeli VII. 3. Jak
mozna zauwazy¢ rowniez w przypadku probek wodnych zachodzita redukcja, jednakze w nieco
inny sposob. Widmo DMPC wykazuje znacznie wigksza frakcje zredukowanej formy Cr niz
w przypadku widm pastylek. Najwigkszg frakcje Cr(IV) sposrdéd probek wodnych zawiera
widmo DMPC:DOPE 1:1 +Cr. Roznice pomigdzy wynikami dopasowan przedstawionymi w

Tabelach VII. 2 i 3 wynikaja z faktu, ze probki wodne nie byty poddawane suszeniu. Podczas
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Tabela VII. 3 Wyniki dopasowania liniowego widm XAS DMPC:DOPE 1:1 (pastylka) oraz K,Cr.Oy
do widm XAS probek wodnych DMPC, DMPC:DOPE 100:1, DMPC:DOPE 10:1 oraz DMPC:DOPE

5:1.
Referencja Cr
Probkaz Cr K,Cr,0, (Cr(VI)) DMPC:DOPE 1:1 (Cr(1vy) i [CTVI/CIVIT| - R
DMPC 0,899(19) 0,101(19) 8,001(1,863) | 0,072
DMPC:DOPE 100:1 0,959(20) 0,041(20) 23,390(11,898) | 0,075
DMPC:DOPE 10:1 0,969(21) 0,031(21) 31,258(21,852) | 0,075
DMPC:DOPE 5:1 0,010(21) 0,090(21) 10,111(47) | 0,094
DMPC:DOPE 1.1 0,786(25) 0,214(25) 3,673(546) | 0,163

suszenia stg¢zenie reagentdéw w roztworze rosto, co przesuwato rownowage reakcji redoks

w kierunku produktow. W granicy niepewnosci Nie ma roznic mig¢dzy trendami zmian

w wynikach zawartych w Tabelach VII. 2 i 3. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wyniki dla probek

wodnych sa obarczone ogromnymi niepewno$ciami, co bardzo wplywa na interpretacje

wynikéw. Dodatkowo widma zostaly porownane jako$ciowo poprzez poréwnanie obliczonych

widm réznicowych (liposomy + Cr) — K2Cr207 w kazdym typie probek. Jak mozna zauwazy¢
na Rys. VII 11 widma pastylek DMPC + Cr i DMPC:DOPE 100:1 +Cr wygladaja bardzo

podobnie do widm probek wodnych. Wyjatkiem od tej reguty jest widmo probki wodnej

Prébki wodne |

Pastylki

Roéznica znorm. int. [j.u.]

—— DMPC (0 %)
—— DMPC/DOPE 100:1
—— DMPC/DOPE 10:1

‘ —— DMPC/DOPE 5:1
—— DMPC/DOPE 1:1

6000 6050 6100 6150
Energia[eV]
Rysunek VII. 11 Widma roznicowe XAS probek wodnych

(g6ra) i w formie pastylek. Intensywne widma pastylek
zostaty narysowane linig polprzezroczystq dla zachowania

przejrzystosci rysunku.
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DMPC:DOPE 1:1 +Cr, ktére z kolei
jest podobne do widm probek
wodnych DMPC:DOPE 10:1 +Cr
i DMPC:DOPE 5:1 +Cr. Otrzymane
widma  roznicowe  potwierdzaja
pierwotne zatozenie o tym, iz suszenie
wydluzylo jedynie czas reakcji,
natomiast nie przyczynito  si¢
do powstania  nowych  typow
produktow.

W celu ilosciowego opisania
procesu redukcji z Cr(VI) do Cr(IV)
wykonano pomiary stgzenia metoda
XRF. Pozwolilo to na umieszczenie
wynikdéw kombinacji liniowej widm
XAS na skali bezwzglednej ilosci
Cr zwigzanego do blony lipidowe;.

Probki w formie pastylek byly
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Rysunek VII. 12 Poszczegolne etapy analizy widm XRF oraz przykladowe wyniki pomiarow: A —krzywa

kalibracyjna energia — kanat; B — krzywa kalibracyjna zliczenia — stgzenie; C — widma XRF probek
referencyjnych KoCr20v, CrCls x 5H,0, Cr,0s3; D — przyktadowe widma XRF dla: kaptonu DMPC + Cr
oraz DMPC:DOPE 5:1 + Cr; E — widmo roznicowe DMPC — kapton (gora) i sktadowe widma (dot);

F — widmo réznicowe DMPC:DOPE 5:1 — kapton (géra) i sktadowe widma (dof).

montowane na holderze pomiarowym za pomocg tasmy kaptonowej. Wykonano pomiary

wszystkich probek liposomowych zawierajacych Cr:

DMPC, DMPC:DOPE 100:1,

DMPC:DOPE 10:1, DMPC:DOPE 5:1, DMPC:DOPE 1:1, a ponadto referencji KoCr.O7, CrCls

143



X 5H20, Cr203, (CsHe)Cr(CO)3 oraz czystego kaptonu. Zakres pomiaru obejmowat obszar
od 1,6 keV do 15,5 keV. Ponadto, tto pochodzace od rozpraszania byto bardzo wysokie. Aby
zredukowa¢ wktad do widma XRF pochodzacy od pierwiastkow Fe, Cu, Ni znajdujacych si¢
w uktadzie pomiarowym, do otowianego kolimatora dodano podwojne ostony Al-Pb. Jak
mozna zauwazy¢ na Rys. VII. 12 C, sygnat pochodzacy od rozproszen na uktadzie pomiarowym
zostat skutecznie wytlumiony. Pozwolilo to na policzenie widm ro6znicowych
1 wyeksponowanie pikow Cr Ka 1 K przy energiach kolejno 5415 eV oraz 5947 eV. Wszystkie
dane zostaty znormalizowane poprzez podzielenie ich przez wlasciwy czas pomiaru detektora
(ang. Real time). Energetyczna krzywa kalibracyjna na Rys. VII. 12 A zostala sporzadzona na
podstawie referencji o znanym stgzeniu Cr: K>Cr,O7, CrCls x 5H20, Cr.0s. Wartosci
energetyczne do krzywej kalibracyjnej zaczerpnigto z programu Hephaestus [53]. Numery
kanatow odpowiadajace potozeniom maksimow pikow Ar, Fe, Cu odczytano z widma XRF
czystego kaptonu zmierzonego bez oston Al-Pb. Krzywa kalibracyjna pozwalajaca przeliczy¢
powierzchni¢ pod pikiem Cr Ka na stezenie Cr na Rys. VII. 12 B, zostata wyznaczona dzigki
doktadnej znajomosci stgzen Cr w probkach referencyjnych. Widma uzytych zwigzkow
referencyjnych pokazane sa na Rys. VII. 12 C. Dopasowanie liniowe punktéw na Rys. VII. 12
B wykonano przy zatozeniu, ze przy braku Cr w probece nie ma sygnalu na detektorze. Jest
to zatozenie posiadania idealnego detektora, gdyz przy wytaczonej lampie rentgenowskiej, lub
emitujgcej promieniowanie w innym zakresie pewne tlo bedzie zawsze obecne. Stad widac
na Rys. VII. 12 B odstgpstwo dopasowania od punktéw eksperymentalnych. Przykladowe
widma XRF prébek DMPC +Cr, DMPC:DOPE 5:1 +Cr oraz kaptonu pokazane sg na Rys. VII.
12 D. Jak mozna zauwazy¢, widmo kaptonu nie zawiera piku Cr Ko, ale posiada bardzo
podobne do pozostatych widm tlo. Aby doktadnie wyznaczy¢ stezenie Cr w probkach
liposomowych i pozby¢ si¢ wktadu do widm XRF od tla oraz sladow pikow Ka i KB dla Ar,
Fe, Cu i Ni, obliczono widma réznicowe. Roznice zostaty wyliczone poprzez odjecie od danego
widma XRF wyniku pomiaru dla czystego kaptonu. Wykonujac odejmowanie widm efektywnie
zredukowano tto sygnatu oraz wktad od pikow Ar, Fe, Cu i Ni tak, jak pokazano dla
przyktadowych widm XRF DMPC i DMPC:DOPE 5:1 na Rys. VII. 12 E-F. Nastepnie, obszar
pod pikiem Cr Ko byl calkowany, a powierzchnia pod nim byla za pomoca krzywej
kalibracyjnej z Rys. VII. 12 B przeliczana na jednostke stezenia [%]. W ten sposdb otrzymano
wartosci bezwzgledne stgzen Cr we wszystkich probkach liposomowych. Nalezy zaznaczy¢,
ze byly to doktadnie te same probki, ktore zostaty zmierzone wczesniej na stacji BM25-A.

Jak juz wspomniano wczesniej, podczas eksperymentu XAS probki liposomowe

do pomiaréw CRIO zostaty przycigte. Oznacza to, ze w trakcie pomiarow XRF nie zostaty
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zmierzone cate pastylki, ale ich fragmenty. Z kolei probki referencyjne byty mierzone tylko
w RT i nie wymagaty przycinania. Zatem krzywa kalibracyjna w eksperymencie XRF zostala
wykonana na catych pastylkach 1 to wprowadzato btad do obliczanych stezen. Widac
go na przyktad na Rys. VII. 12. D. Na podstawie intensywnos$ci pikow Cr Ka w liposomach
DMPC oraz DMPC:DOPE 5:1 +Cr mozna powiedzie¢ iz zawieraja niemal identyczng
zawarto$¢ chromu. Jest to oczywiscie nieprawda, gdyz liposomy w obu probkach miaty inng
ptynnos¢ bton lipidowych oraz r6zng ilos¢ wigzah —HC=CH-—, ktére stanowity cel do redukcji
Cr(VI). Aby wyeliminowa¢ ten biagd nalezalo otrzymane stezenia Cr znormalizowaé
do powierzchni catej pastylki. Dzigki temu, mozliwe bylo potaczenie wynikow eksperymentoéw
XAS i XRF.

Renormalizacja wynikow eksperymentu XRF zostata wykonana poprzez poréwnanie
powierzchni pastylki referencyjnej Cr2Os i probek liposomowych. W tym celu, w wysokim
kontrascie i przy bardzo wysokiej rozdzielczosci aparatem fotograficznym wykonano zdjecia
wymienionych prébek. Przyktad dla pastylek Cr,Osi DMPC:DOPE 100:1 +Cr pokazany jest
na Rys. VII 13 A-B. W programie GIMP 2.8.16 (Spencer Kimball, Peter Mattis and the GIMP
Development Team) obszary pastylki zakolorowano na czarno, a tlo kaptonowe na biato,
tworzac obraz binarny (Rys. VII 13 C-D). Nastepnie w programie Image] 1.49v (Wayne
Rasband, National Institute of Health, USA) [196], przy uzyciu opcji Analyze -> Analyze
Particles obliczono powierzchnie pastylki Cr20z jak i prébek liposomowych. Wspotczynnik

renormalizacyjny C.,, dla pastylek liposomowych otrzymano obliczajac:

Cogrp = 1 — 212 (VII. 1)

Acr,03
gdzie: A;;;, — powierzchnia pastylki liposomowej;
Acr,0,— Powierzchnia pastylki Cr20s.

Dla przyktadu z Rys. VII 13 C-D wspoélczynnik renormalizacji wynidst 0,48(3). Nalezy
zwroci¢ uwage na fakt, ze tego typu renormalizacja byla mozliwa tylko dzigki temu,
ze wszystkie pastylki wykonane na potrzeby eksperymentu mialy identyczne parametry
geometryczne. Ponadto, tego typu korekta nie uwzglednia zmiany grubosci pastylek
na krawedziach, jaka mogla wystapi¢ w wyniku cigcia probek. Aby otrzymac t¢ informacje
nalezatoby wyznaczy¢ objetos¢ probek. Jednakze btad C.,. wynikajacy z zastosowanej
metody nie powinien by¢ duzy. Otrzymane poprawne warto$ci stezen Cr w probkach
liposomowych mozna byto nastgpnie polaczy¢ z wynikami kombinacji liniowej widm XAS
zawartymi w Tabeli VII 2. Na Rys VII. 14 ponownie wyraznie wida¢ rdéznic¢ zaobserwowanag

w eksperymencie XRD, na przyktad na Rys. VII. 7. Probki zawierajace matg frakcje DOPE
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maja inng zawarto§¢ Cr zwigzanego
w blonie 1 jest to w przewazajacej
wiekszosci Cr(VI). Liposomy z malg
zawartoscia DOPE  (DMPC  +Cr
i DMPC:DOPE 100:1 +Cr) ro6znig si¢
mechanizmem oddziatywania z Cr(VI)
1 wlasciwosciami fizycznymi
od liposoméw z duzg zawartoscig DOPE
(DMPC:DOPE 10:1 +Cr, DMPC:DOPE
5:1 +Cr i DMPC:DOPE 1:1 +Cr). Byly one

mato ptynne oraz miaty za mato wigzan —
Rysunek VII. 13 Przykiad zdjeé, ktore postuzyly do HC=CH-, aby cfektywnic zaszla redukcja
z Cr(VI) do Cr(IV). W widmach XAS
probek DMPC +Cr i DMPC:DOPE 100:1

+Cr zarejestrowano Cr(IV) w podobnej

obliczenia wspotczynnika C.op: A — zdjecie pastylki
Cr0s; B — zdjecie pastylki DMPC:DOPE 100:1
+Cr; C — obraz binarny pastylki Cr,Os; D — obraz

binarny pastylki DMPC:DOPE 100:1 +Cr.
ilo$ci (w granicy niepewnosci), CO sugeruje

ksztatlt widm XAS oraz widm réznicowych XAS (Rys. VIIL 11). Jednoczesnie duza zawartos¢
Cr sugeruje, ze Cr osadzat si¢ efektywnie na powierzchni liposoméw, a nie przenikal przez
btony. Z kolei w prébkach o duzej zawartosci DOPE zachodzita stopniowa redukcja Cr(VI) ->
Cr(IV) wraz ze wzrostem stezenia DOPE w liposomach. Duzo mniejsza zawarto$¢ Cr sugeruje
znacznie stabsze osadzanie si¢ Cr(VI) na powierzchni bton. Réwnoczesny przyrost Cr(I1V) oraz
catkowitej 1losci Cr przy jednoczesnym spadku zawartosci Cr(VI) sugeruje trwate przywigzanie
si¢ chromu do bton lipidowych w wyniku redukcji Cr(VI) -> Cr(IV). Otrzymane wyniki
i wnioski sa podobne do wnioskow wyciagnigctych na bazie analizy podobnego eksperymentu
dla bton Pseudochrobactrum saccharolyticum LY10, jednakze w tym eksperymencie
postulowano koncowy stopien utleniania Cr na III 1 jako przyczyng¢ redukcji Cr(VI) wskazano
oddzialywanie z macierza zewnatrzkomorkowa wytworzong na powierzchni blon
komorkowych [186].

Chrom (VI) ma znacznie wigkszg zdolno$¢ przenikania przez btony komérkowe niz
Cr(Il) dzieki mechanizmowi wymiany anionéw [197]. Nieorganiczne aniony Cr,O7* oraz
CrO4* w $rodowisku wodnym ulegaja hydratacji i maja mozliwo$¢ transportu pasywnego przez
btone¢ lipidows. Skala tego procesu silnie zalezy od grubosci btony [198]. Dotychczasowy
mechanizm pasywnego transportu przez blony zaktada, ze dzigki stochastycznym ruchom

czasteczek w pOlptynnej blonie, powstajg krotko zyjace dziury w warstwie fosfolipidow [199].
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Rysunek VII. 14 Polgczone wyniki pomiaréw XAS i XRF, obrazujgce zmiany zawartosci Cr(VI), Cr(IV)

oraz catkowitego stezenia Cr w liposomach w funkcji ilosci DOPE w blonach lipidowych.

W ten sposob wiele zwigzkow chemicznych jest transportowanych przez btony 1 zywe komorki
zachowuja rownowage elektrochemiczng [200]. Jednakze ten mechanizm nie preferowatby
Cr(VI) ponad Cr(III), co rowniez zostato zaobserwowane w przypadku transportu pasywnego.
Nalezy podkresli¢, ze podczas przechodzenia przez btony lipidowe, Cr(VI) redukuje si¢
w reakcji rodnikowej do nizszego stopnia utlenienia, co wywoluje stres oksydacyjny
i preoksydacje (utlenianie) lipidow nienasyconych [177,201]. Ponadto zwigksza ptynno$¢ bton
[174,176]. Zaprezentowane w tym Rozdziale wyniki powigzaty redukcje Cr(VI) -> Cr(1V)
ze zwigkszeniem nieuporzadkowania btony oraz rosngcym stezeniem Cr trwale przywigzanego
do btony lipidowej w funkcji ilosci wigzan —-HC=CH- w tej btonie. Na ich podstawie mozna
zaproponowa¢ mechanizm oddzialywania Cr(VI) z btonami fosfolipidowymi, w ktorym

wigzania —HC=CH- sa celem ataku i utleniania przez Cr(VI). Omawiany mechanizm
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A Idealne uporzadkowanie Brak celu dla K,Cr,0O,

blony — brak celéw, \ - asocjacja
dla K,Cr,0O;, ?</

Rt
Wikt

4 B0 b
{1 W

DnyZja Iateralna

blony

Nieporzadek w plaszczyznie

o, f“D flop fosfolipidéw
C
C}'(I/]) al'ea&c
Crry?
('V)
LEGENDA
‘ Nasycony Cr(VI) %% f f
fosfolipid
Nienasycony
&‘ fosfolipid Cr(1v) v

Powstanie kanalu
Rysunek VII. 15 Model oddziatywania Cr(VI) z blong. Przy braku ruchu wewngtrz btony Cr(VI) nie

moze si¢ zredukowac. Gdy blona ma charakter polptynny, wigzania -HC=CH- mogq sta¢ si¢ celem

utleniania przez Cr(VI). Proces moze si¢ powtorzy¢ i doprowadzic¢ do powstania kanatu wodnego.
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wykorzystuje znane zjawisko dyfuzji lateralnej fosfolipidow w monowarstwie lipidowej [202],
ktore jest znacznie wyrazniejsze niz na przyktad efekt flip—flop, czyli spontaniczna wymiana
fosfolipidéw zachodzgca pomiedzy monowarstwami [203]. W btonie modelowej skala dyfuzji
jest kontrolowana przez ptynno$¢ btony. Proces przenikania Cr(VI) przez warstwy fosfolipidow
moze przebiega¢ w dwoch wariantach i prowadzi do stworzenia krétko zyjacego kanatu
wodnego (Rys. VII. 15). W przypadku braku witasno$ci potptynnych i ruchu w blonie, reakcja
redoks nie moze zaj$¢, gdyz nie ma potencjalnego celu utleniania. Cr(VI) moze natomiast
zasocjowaé na powierzchni btony (Rys. VII. 15 A). W przypadku uwzgledniania lateralnych
oraz prostopadlych ruchéw fosfolipidow, moze dochodzi¢ do spontanicznego i krotkiego
wyeksponowania wigzan —-HC=CH-. Staja si¢ one woéwczas celem do utleniania przez Cr(VI)
(Rys. VII. 15 B). Sytuacja moze si¢ powtorzyé, jezeli po obu stronach btony znajduje sig
fosfolipid z wigzaniem —HC=CH-, co doprowadzi do powstania krotko zyjacego kanatu
wodnego (Rys. VII. 15 C). Jezeli nie ma drugiego fosfolipidu w poblizu, wowczas w wyniku
dyfuzji lateralnej fosfolipidow moze doj$¢ do przemieszania, ktore spowoduje, ze powstanie
uktad dogodny do stworzenia kanalu wodnego. Ponadto, nalezy rowniez uwzglednié
mechanizm flip — flop. W zaleznos$ci od stopnia nienasycenia tancuchéw alifatycznych oraz
stezenia Cr(VI) tworzenie kanalow bedzie wydajne lub zatrzyma si¢ na uszkodzeniu warstw
btony, bez tworzenia kanatéw (Rys. VII. 15 B). Zaproponowany mechanizm tlumaczy réznice
w stopniu przenikalnosci Cr(VI) 1 Cr(Ill) przez blony lipidowe. Zwiazki Cr(IlI)
s bardzo stabilne 1 maja wzglednie niska potencjalng energi¢ chemiczng. Najwigkszy potencjat
redoks wystepuje dla reakcji Cr** + e« Cr?* i jest rowny -0.407 V [204]. Z kolei Cr,07*
i HCrO4? maja potencjaly redoks na poziomie 1.36 V i 1.35 V [204]. Oznacza to, ze zgodnie
z mechanizmem zaproponowanym na Rys. VII. 15 tylko zwigzki chemiczne o duzym
potencjale redoks moga przechodzi¢ przez blony lipidowe, wykorzystujac swoja wysoka
chemiczng energi¢ potencjalng. Zaproponowany mechanizm ttumaczy takze, dlaczego nie caly
Cr(V1) ulega redukcji, co jasno wynika z Rys VII. 14. Po pierwsze, Cr(VI) asocjuje na btonach
lipidowych. Po drugie, przenikajac przez niestabilne kanaly wodne, moze si¢ zdarzyc,
ze w wyniku dyfuzji lateralnej kanat si¢ zamknie i Cr(VI) zostanie uwieziony pomie¢dzy
monowarstwami fosfolipidow. Pomigdzy monowarstwami nie ma substratu do reakcji redoks,
zatem Cr(VI1) pozostanie w tej formie. Wowczas w wyniku dyfuzji lateralnej, ostatecznie
Cr(VI) zostanie uwolniony do wnetrza liposomu. Ten element modelu nalezy jednak
potwierdzi¢ niezaleznymi badaniami. Warto zaznaczy¢, ze opisany model wykorzystuje
wszystkie cechy liposoméw oraz tlumaczy wszystkie zaobserwowane zjawiska. Wada

zaprezentowanego rozwigzania jest brak interpretacji widma XAS probki DMPC:DOPE 1:1
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+ Cr, ktéry wynika ze zbyt duzej ilosci mozliwych konfiguracji przytaczenia Cr do elementow
btony lipidowe;j.
D. Pomiary RXES

Celem eksperymentu RXES bylo zidentyfikowanie ligandéw przylaczonych
do Cr w poszczegdlnych probkach liposomowych oraz poznanie doktadnej lokalnej geometrii
wokot Cr. Umozliwitoby to zinterpretowanie teoretyczne widma XAS DMPC:DOPE 1:1 + Cr.
Widma XANES okazaly si¢ niewystarczajace do tego zadania, gdyz spektrum potencjalnych
adduktéw bylo zbyt duze. Uniemozliwilo to zbudowanie wiarygodnej struktury modelu,
na bazie ktorej wykonane zostalyby obliczenia ab-initio. Nawet widmo EXAFS, wobec braku
wiedzy na temat struktury adduktu, byto mato uzyteczne. Ponadto EXAFS nie rozréznia lekkich
pierwiastkow. Zatem w sytuacji, gdy powstanie organiczny addukt o strukturze na przyktad
R-O-CrO, R-Cr-(O2K), R-CrO2-CrO2-K lub R-Cr(OK)-Cr=O (gdzie R oznacza grupe
organiczng) 1 udatoby si¢ zgadna¢ sktad ligandéw, nie bytoby wiadomo, jakie sg ich proporcje.
Aby méc jednak otrzymac poszukiwane informacje, nalezato odpowiednio przygotowac mapy

RXES i wykonaé¢ odpowiednig ich analizg.
A
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Rysunek VII. 16 Wyciecie rejonu piku przedkrawedziowego z map RXES na przykladzie mapy dla
DMPC:DOPE 1:1 +Cr: A — petna, mapa RXES z zaznaczonymi charakterystycznymi obszarami (kolor
bialy) oraz rejonem wyciecia piku przedkrawedziowego (czerwony kolor); B — wyciety rejon piku

przedkrawedziowego. Refleks piku elastycznego jest widoczny w widmach XAS, jako tzw. ,, glitch”.

We wszystkich mapach RXES usunigto tlo, podobnie jak wykonano to w przypadku
map RXES zwigzkow zelaza w Rozdziale V. Nastepnie z kazdej mapy RXES dokonano
wyciecia obszaru przejscia 1s -> 3d tak, aby skala energetyczna map obejmowata zakres energii
emisji 5941 eV — 5949 eV oraz energii padajacej 5988 eV — 5996 eV. Przyklad calej mapy
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RXES dla probki DMPC:DOPE 1:1 +Cr pokazany jest na Rys. VII. 16 A, podczas gdy wyciecie
pokazane jest na Rys. VII. 16 B. Warto zwrdci¢ uwagg na roznice skali intensywnosci
pomiedzy pelng mapa RXES a wycieciem, ktére odzwierciedlajg roznice w intensywnos$ci
wzbronionych, kwadrupolowych przejs¢ elektronowych 1s -> 3d oraz dozwolonych,
dipolowych przejs¢ 1s -> 2p.

Mapy RXES probek liposomowych i K2Cr207 zmierzonych w trakcie eksperymentu
pokazane sg na Rys VII. 17. Z powodu trudnos$ci technicznych, jakie wystapily podczas
akwizycji danych, wykonano pomiar trzech z pieciu probek i byty to DMPC +Cr, DMPC:DOPE
10:1 +Cr oraz DMPC:DOPE 1:1 +Cr. Probki wybrano tak, aby pokry¢ caty zakres zmian
stezenia DOPE. Mapy RXES probek KzCr,07 i DMPC sa do siebie bardzo podobne.
Charakteryzuje je jeden silny rezonans dla energii wiazki padajacej 5992 — 5994 eV i energii
emisji 5943 — 5946 eV. W obu przypadkach sg to przejscia 1s -> 3d (struktura
przedkrawedziowa) w KoCr07. Mapa RXES dla probki DMPC:DOPE 1:1 +Cr wyraznie
pokazuje, ze w tej probce nie bylo juz KoCr:O7, gdyz struktura przedkrawedziowa,

charakterystyczna dla tego zwigzku zanikla catkowicie. Pojawily si¢ natomiast maksima
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Rysunek VII. 17 Mapy RXES w obszarze piku przedkrawedziowego dia probek: A — KyCrp0y;
B — DMPC +Cr; C — DMPC:DOPE 10:1 +Cr; D — DMPC:DOPE 1:1 +Cr. Linie przerywane o
kolorach czerwonym, biafym i czarnym oznaczajg miejsca wycie¢ w mapach RXES przy energiach 5993

eV, 5990,5 eV oraz 5946,5 eV. Linie kropkowane w tych samych kolorach oznaczajq zasieg wyciec.
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sygnatu dla energii padajacej rownej 5990,5 eV 1 5994,5 eV, ktore odpowiadaly energiom
emisji rownym kolejno 5946,3 eV oraz 5947,7 eV. Jest to jednoznaczny dowod na postulowang
wcezesniej catkowita redukcje Cr(VI) w probce DMPC:DOPE 1:1 +Cr, gdyz zmiany
w strukturze przedkrawedziowej objawiaja si¢ catkowitym zanikiem intensywnego przejscia
1s -> 3d w K>Cr207 kosztem nowego rezonansu. Ponadto, dla energii wiazki padajacej 5995
eV — 5996 eV pojawita si¢ w calym zakresie energetycznym emisji widoczna krawedz
absorpcji. Otrzymana mapa RXES stanowi potwierdzenie wynikdw z poprzednich widm XAS.
Mapa RXES probki DMPC:DOPE 10:1 +Cr wykazuje cechy posrednie pomigdzy mapg RXES
otrzymang dla probek DMPC +Cr i DMPC:DOPE 1:1 +Cr. W rejonie 5992-5994 eV energii
wigzki padajacej widaé §lad intensywnego przejscia 1s -> 3d charakterystycznego dla K>Cr.Oy.
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Rysunek VII. 18 Mapy RXES w obszarze piku przedkrawedziowego dla probek referencyjnych:
A— Crzos; B—-Cr0s0 Stgz’eniu 15 %,' C-— Cr2(504)3; D - CrC|3; E - CI’Fg; F- (CeHG)CI’(CO)a.
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Jednoczesnie w rejonie  5990-5991 eV energii padajacej pojawita si¢ struktura
charakterystyczna dla nizszego stopnia utlenienia Cr. Warto réwniez zaznaczy¢, ze skale
intensywnosci sygnatu dla map z Rys. VII. 17, zostaly dobrane tak, aby wyeksponowa¢ obecne
w nich struktury. W efekcie skale map DMPC +Cr i1 DMPC:DOPE 100:1 +Cr sg poréwnywalne
miedzy soba i jednoczesnie znacznie wigksze od zakreséw map DMPC:DOPE 10:1 +Cr
i DMPC:DOPE 1:1 +Cr, ze wzglgdu na obecno$¢ intensywnego piku pochodzgcego
od K2Cr20y.

Na Rys VII. 18 pokazane sg mapy RXES obszaru przedkrawedziowego probek
referencyjnych. Rys. VII. 18 A-B przedstawiaja mapy zwigzku Cr,O3 w dwoch stgzeniach,
kolejno 100 % i 15 %. Jak mozna zauwazy¢ sa one do siebie bardzo podobne, z wyjatkiem
roéznic w intensywnosci. Na wszystkich mapach RXES zwigzkow na 111 stopniu utlenienia
wida¢ w obszarze 5990 — 5991 eV gltowny pik przedkrawedziowy. Ponadto mozna
zaobserwowaé towarzyszacy mu wyrazny rezonans przy energiach wigzki padajacej 5991,5 —
5992,5 eV. Dodatkowo dla energii wiazki padajacej gtbwnego przejscia 1s -> 3d, ale w zakresie
energii emisji 5943 — 5945,5 eV wida¢ bardzo stabe przejscie elektronowe. Widmo zwigzku
(CeH6)Cr(CO)3 ma zupetie inny uktad przej$¢ elektronowych co wida¢ na Rys. 18 VII. F.
W tym przypadku gléwne przejsciec w obszarze energii padajacej 5990 — 5991 eV nie jest
widoczne, natomiast pozostale stabe przejscia sg wyraznie widoczne.

Podczas eksperymentu w celu
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Przykiad ,glitcha” pokazany jest na Rys.
VIL. 16 A. Pochodzity one

Rysunek VII. 19 Krzywa kalibracyjna polozenie
krawedzi — stopien utlenienia (kolor czerwony) oraz

polozenia  krawedzi  absorpcii w  widmach ~ ©d niedoskonato$ci monochromatora, zatem

liposoméw (punkty koloru niebieskiego). Krzywa nie mozna byto efektywnie ich skorygowaé
zostala sporzgdzona na podstawie widm XAS bez  wplynigcia na  ksztalt widma.

zwiqzkéw referencyjnych (punkty koloru czarnego).  Uniemozliwito to wykorzystanie widm XAS
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W szerszy sposéb, jednakze nadal mozna byto wykona¢ krzywa kalibracyjng. Wynik pokazany
jest na Rys. VII. 19. Jak mozna zauwazy¢, parametry krzywej otrzymane w eksperymencie
na wigzce P64 w DESY sg w granicy niepewno$ci identyczne z tymi otrzymanymi na wigzce
BM25-A w ESRF. Mozna wigc przyjac, iz kalibracja przebiegta poprawnie. Stopien utlenienia
Cr w probce DMPC +Cr wyniost +5,8 natomiast w przypadku prébek DMPC:DOPE 10:1 +Cr
oraz DMPC:DOPE 1:1 +Cr byto to kolejno +4,9 i +4,6.

Pelne nierezonansowe widma emisyjne zwigzkéw referencyjnych 1 probek
liposoméw, otrzymane w pomiarze widm XES przy energii wigzki padajacej 6200 eV,

sa pokazane na Rys. VII. 20 A-B, natomiast zblizenia na obszar v2¢ pokazane s3 na Rys. VIL
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Rysunek VII. 20 Nierezonansowe widma XES wszystkich prébek: A — widma KB XES zwigzkéw
referencyjnych; B — widma Kff XES probek liposoméw. Zmierzone probki liposomow zostaly zestawione
z referencjami Cr20;3 (Cr(111)) oraz KoCr,07 (Cr(V1)); C — zblizenie na rejon v2c widm XES probek

referencyjnych; D — zblizenie na rejon v2c widm XES probek liposomow.
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C-D. W widmach referencyjnych wida¢ rosnaca zalezno$¢ pomigdzy wzajemng odlegloscia
pikow KP13 i KB2s w zaleznosci od stopnia utleniania Cr w zwigzku referencyjnym. Dla Cr°
jest to 8,2(2) eV, podczas gdy dla Cr(ll1) w Cr2(SOa)3, Cr203, CrCls x 6 H20, CrFs jest
to kolejno 34,5(2) eV 35,5(5) eV, 35,5(1) eV i 37,5(1) eV. W K2Cr.07, odleglos¢ ta wyniosta
43,0(1) eV. Dla widm XES probek DMPC +Cr oraz DMPC:DOPE 10:1 +Cr, wartosSci
te wyniosty kolejno 36,9(3,6) eV, 38,5(5,9) eV. Z kolei, w widmie DMPC:DOPE 1:1 +Cr,
ze wzgledu na bardzo zly stosunek sygnatu do szumu, warto$¢ ta pozostatg niecokreslona.
Mozna natomiast zauwazy¢, ze pik KPi3 w widmie probki DMPC:DOPE 1:1 +Cr
ma maksimum w 5947,3(1) eV wobec 5947,6(1) eV i 5947,1(1) eV dla widm prébek
DMPC:DOPE 10:1 +Cr oraz DMPC +Cr. Sugeruje to postepujaca redukcje Cr w probkach,
gdyz sa to podobne zmiany do zaobserwowanych w widmach K XES referencji. Struktura
widoczna w widmie (CeHs)Cr(CO)z w zakresie energetycznym 5960 eV — 5973 eV, jest to pik
elastyczny.

Kolejnym krokiem analizy byto zidentyfikowanie pikéw wystepujacych w widmach
KB XES Cr203i K2Cr207 oraz porownanie ich do pikéw obecnych w widmach XES probek
liposomowych. W szczegoélnosci pozwolito to na przypisanie wkitadu ligandow do widm
KB XES. Widma ab-initio policzone zostalty w programie FEFF 9.6. W obu przypadkach
wykorzystany zostal potencjatl korelacyjno-wymienny Hedina-Lundgvista z ttem opisanym
przez funkcje stanu podstawowego. Zasieg algorytméw FMS i SCF zostat ustawiony na 7,0 A.
W przypadku zwigzku K2Cr207 dziura rdzeniowa zostata opisana modelem RPA, podczas gdy
dla Cr203 byt to model FSR. Struktury obu referencji zostaly pobrane z bazy WEBATOMS
[90]. Poréwnanie obliczen i eksperymentu w zakresie v2c¢ i przedkrawedziowym wraz
z odpowiednimi funkcjami DOS zostaty pokazane na Rys. VII. 21 A-B w funkcji odleglosci
energetycznej od poziomu Fermiego. Elektronowe stany obsadzone i nieobsadzone zostaty
odroznione przy uzyciu funkcji (V.1). Jak mozna zauwazy¢, widma doswiadczalne sg znacznie
bardziej poszerzone niz teoretyczne. Podobnie jak w przypadku pomiarow K RXES zZelaza
[89], dzieje si¢ tak ze wzgledu na konwolucje poszerzenia wakancji w stanie 1 s Cr (1,02 eV
[205]) z poszerzeniem pochodzacym od uktadu pomiarowego (spektrometr, profil wigzki
padajacej) i w tym eksperymencie réwnym 1,03(1) eV. Poszerzenie eksperymentalne
wyznaczone zostalo poprzez dopasowanie funkcji Gaussa do piku elastycznego w widmach
XES z zakresu ,off-resonant”. W przypadku zwigzku Cr.O3 w widmie emisyjnym
zidentyfikowano w rejonie od 0 eV do — 10 eV przejscia Kp2,s zdominowane przez elektronowe
stany obsadzone typu p O z domieszka stanéw typu d Cr [25,206,207]. Dodatkowo, ze wzgledu

na obecnos¢ ligandu, przy energii -22 eV powinien znajdowac si¢ pik KB’ pochodzacy od tlenu.
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Zostato to udowodnione zaréwno obliczeniami DFT jak i eksperymentalnie [208]. Na Rys. VII.
21 A czarng strzalkg oznaczono miejsce tego piku, jednakze jest on bardzo stabo widoczny. Dla
widm v2¢ XES wielu pierwiastkow ,,rami¢” piku K13 tworzy podwyzszone tto w rejonie v2c,
ktore powoduje, iz pik KB” jest niewidoczny [209-211]. Pik K25 zostat odtworzony przy
energii -17 eV przez obliczenia FMS. Formalizm FMS zaczyna by¢ obarczony coraz wigksza
niepewnos$cig im dalej od krawedzi absorpcji, a dla odlegtosci okoto 20 eV od energii Fermiego
ta roznica osigga warto$¢ ponad 1 eV i szybko rosnie [28,55]. Tlumaczy to réznice 5 eV
pomigdzy obliczonym potozeniem pikéw KB na Rys. VII. 21, a zmierzong wartoscig. Wyniki
obliczen nalezy zatem traktowac jako$ciowo. Co warto zauwazy¢, pik KB” jest zdominowany
przez stany p tlenu [208]. Otrzymane wyniki sa w pelni zgodne z warto$ciami literaturowymi
otrzymanymi w pomiarach XPS [212]. Z kolei w cze$ci absorpcyjnej widma, odtworzone
zostaly glowne elementy piku przedkrawegdziowego. Warto zwroci¢ uwage na fakt,
ze na maksima przy energiach 4 eV i 6 eV sktadaja si¢ stany nieobsadzone typu p O oraz typu
d Cr. Wskazuje to na hybrydyzacj¢ orbitali tworzacych wigzania chemiczne. Podobne wnioski
mozna wyciggna¢ w przypadku wynikéw dla K>Cr.O7, widocznych na Rys. VII. 21 B.
W widmie KB XES dla KoCr207, na podstawie obliczen ab-initio zidentyfikowa¢ mozna
elektronowe przejscia dipolowe ze stanow O 2p oraz Cr 3p tworzace pik KB25 w zakresie
energii od 0 eV do -8 eV. Z kolei przy energii -19 eV znajduje si¢ bardzo intensywny pik Kf3”
utworzony przez przejscia elektronowe O 2p - > Cr 1s. Oba te piki zostaty z dobra doktadnoscia

(1 eV) odtworzone przez obliczenia FMS. Dodatkowo, w widmie eksperymentalnym mozna
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Rysunek VII. 21 Nierezonansowe widma XES i XAS oraz widma ab-initio dla prébek: A— Cr.O3 (Cr(111))
oraz B — K:Cr:07 (Cr(Vl)). Na obu rysunkach czarne strzatki wskazujg elementy widma
doswiadczalnego, ktore nie zostaly poprawnie zidentyfikowane przez algorytm FMS. Linia ciggla

oznacza elektronowe stany obsadzone, natomiast linia przerywana oznacza stany nieobsadzone.
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- wegiel (C)
- tlen (O)
- chrom (Cr)

- wodér (H)
- potas (K)

Rysunek VII. 22 Model wigzania Cr bionie lipidowej obejmujqcy trzy rézne atomy Cr i dwa miejsca

wigzgce w tancuchu alifatycznym fosfolipidow (1) oraz w czesci hydrofilowej fosfolipidow (2). Miejsce

wigzqgce Cr w czesci alifatycznej zawiera dwa atomy Cr oznaczone aib.

zaobserwowaé bardzo mate piki przy energiach -12 eV oraz — 33 eV. Obliczenia FMS
wskazuja, ze sg to piki zdominowane przez wktady od kolejno stanéw K pDOS i K sDOS.
Ze wzgledu na fakt, iz jest to rejon walencyjny widma XES, mozna zatozy¢, ze sa to wkiady
od standéw K 3p i K 3s. Ponownie, otrzymane wyniki i wnioski sa w petni zgodne z pomiarami
XPS [213]. Dodatkowo, widoczny wktad od stanow elektronowych potasu jest dowodem
na wplyw II strefy koordynacyjnej na widmo rentgenowskie. Intensywny pik
przedkrawedziowy w widmie zwigzku K2Cr207 jest w pelni zdominowany przez nieobsadzone
stany elektronowe typu d Cr z domieszkami standéw p O, K oraz Cr. Jest to ponownie widoczny
efekt zjawiska hybrydyzacji i dowod na to, ze s6l K2Cr.O7 ma wigzania o charakterze
mieszanym, a nie wytgcznie jonowym. Jak mozna zauwazy¢ Rys. VII. 20 D, region walencyjny
probek liposomowych zostal zmierzony ze statystyka niewystarczajaca do wykonania analizy
podobnej do tej dla Cr.03 i K2Cr207. Jednakze dla probki DMPC +Cr widmo v2c XES pozwala
stwierdzi¢, ze struktura widma v2c przy energiach od 5983 eV do 5987 eV jest podobna
do Cr20s3 oraz, ze przy energii 5968 eV moze by¢ obecny pik KB pochodzacy od tlenu, bowiem
dystans energetyczny pomiedzy pikiem K25, a strukturg identyfikowana jako Kf”, w obu
przypadkach jest bardzo podobny (okoto 18 eV).
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Wezesniej udowodniono, iz wszystkie widma XAS probek liposoméw DMPC +Cr,
DMPC:DOPE 100:1 +Cr, DMPC:DOPE 10:1 +Cr i DMPC:DOPE 5:1 +Cr mozna odtworzy¢
przy pomocy kombinacji liniowej opartej na widmie DMPC:DOPE 1:1 +Cr i KoCr207 (Rys.
VII. 10). Aby uzyska¢ pelng informacje o postepujacej redukcji Cr(VI) w wyniku
oddzialywania z btonami lipidowymi potrzebna jest jeszcze interpretacja widma DMPC:DOPE
1:1 +Cr. Na podstawie otrzymanych w obecnie omawianym eksperymencie widm XES i XAS,
zbudowano i zoptymalizowano szereg geometrii modelowych struktur oraz obliczono dla nich
widma ab-initio w programie FEFF. Metoda eliminacji wybrano model wigzania Cr w btonie
lipidowej, ktory wuzyty w obliczeniach FMS, odtwarza widma doswiadczalne.
Zoptymalizowana przy uzyciu DFT struktura modelu, pokazana jest na Rys. VII. 22.
Na zaproponowany model ztozyty si¢ dwa miejsca wigzace: 1) w miejscu wigzania -HC=CH-
oraz 2) w rejonie hydrofilowym btony, przy atomie P. Jak mozna zauwazy¢ chrom jest obecny
w formie Cr(1V), co zgadza si¢ z wynikiem otrzymanym na podstawie krzywej kalibracyjnej
(Rys. VII. 19) z doktadnosécig do 1/2 stopnia utlenienia. Dla zaprezentowanej struktury
nr 1 na Rys. VII. 22 w programie FEFF obliczono widma XAS i XES. Do obliczen
wykorzystano potencjal korelacyjno-wymienny Hedina-Lundquista, z przesunigciem poziomu
Fermiego o -3 eV, poszerzeniem widmowym réwnym 0 eV i funkcja stanu podstawowego
uzyta jako tto odzialywania. Oddziatywanie wakancji rdzeniowej z fotoelektronem zostato
opisane przy uzyciu modelu RPA, natomiast algorytmy FMS i SCF miaty zasieg 8,0 A. Widma
ab-initio oraz funkcje DOS zostaty osobno obliczone dla obu atoméw Cr w modelu, przesunigte
o wartosci podane przez program do relatywnej skali energetyczne; wzgledem poziomu
Fermiego, a nast¢gpnie wyznaczono kombinacj¢ liniowg tych widm w stosunku 1:1. Dla miejsca
wigzacego nr 2 widmo ab-initio oraz funkcje DOS, z takimi samymi parametrami jakie zostaty
uzyte do obliczen miejsca wigzacego nr 1, zostaly wyznaczone w oparciu 0 strukture
krystalograficzng CrPO4 z bazy Materials Project [214] (ID: mp-19401). Nastgpnie, dokonano
kombinacji liniowej widm XAS 1 funkcji DOS reprezentujgcych miejsca wiazace nr 1 1 2.
Kombinacja liniowa obejmowala obszar od 5984 eV do 6054 eV. Ze wzglgdu na mozliwe
rozbicie czasteczki K2Cr207 podczas redukceji z Cr(VI), warunek sumy wag rownej 1 nie byt
wymagany. Ponadto, widma ab-initio w programie FEFF maja wyznaczong energi¢ Fermiego
z doktadnoscig do 3 eV, wigc parametr Eo rowniez byt dopasowywany. Wyniki analizy zostaty
zaprezentowane na Rys. VII. 23 A. Warto$¢ parametru R wyniosta 0,0195 podczas gdy
%% =0,591. Widma miejsca wigzacego nr 1 (CrPO4) i 2 zostaty dopasowane z wagami kolejno
0,766(41) i 0,286(42) oraz wartosciami Eo rownymi 0,203(206) eV i -5,633(945) eV.

Otrzymany model odtworzyt wszystkie elementy widma doswiadczalnego, jednakze zawierat
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takze odstgpstwa od niego, zwlaszcza w obszarze od 5995 eV do 6015 eV. Mozna
to zaobserwowa¢ w widmie roznicowym na Rys. VII. 23 A.

Widma v2c¢ XES sg najlepszym zrédtem informacji na temat ligandow przytaczonych
do absorbera. W przypadku probek liposomowych majg one jednak bardzo matg statystyke
1 trudno bytoby tylko na ich podstawie zweryfikowa¢ model wigzania Cr. Jednakze ze wzgledu
na fakt, iz linie KP13 réwniez sa czute na zmiany w otoczeniu chemicznym metali 3d gdyz

sg to przejécia 1s -> 3d [24,26], mozna je wykorzysta¢ do identyfikacji otoczenia chemicznego
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Rysunek VII. 23 A — Poréwnanie widm XAS eksperymentalnego i otrzymanego w kombinaji liniowej
oraz widm ab-initio obu miejsc wigzgcych Crz Rys. VII. 21; B—Porownanie widm kombinacji liniowej
widm ab-initio obszaru K13 wykonanej wedlug wag kombinacji liniowej z rysunku A i wyniku
doswiadczalnego. Widmo miejsca wigzqcego nr 1 otrzymano obliczajgc widma XAS atoméw a i b,
a nastepnie tgczqc wyniki w stosunku 1:1. Insert przedstawia funkcje DOS typu p odpowiadajgce
poszczegdlnym pikom widocznym na wypadkowym widmie. C — widmo ab-initio XAS miejsca
wigzqcego Cr nr 1 wraz z istotnymi funkcjami DOS; D —widmo ab-initio XAS miejsca wigzgcego

Cr nr 2 wraz z funkcjami DOS majgcymi znaczny wkiad do widma.
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Cr. Dodatkowo, na mapie XES obszar linii Kp1,3 jest w konwolucji z sygnatem pochodzacym
od piku przedkrawedziowego (odpowiadajg za niego przejscia elektronowe 1s -> 3d), ktdry
zawiera informacje o lokalnej geometrii 1 rodzaju ligandow wokoét metalu 3d. Zgodnie
z modelem zatozonym na podstawie struktury z Rys. VII. 22 obliczono w programie FEFF
widmo XES z obszaru spektralnego pikow Kpi3 oraz wykonano kombinacj¢ liniowa pikow
pochodzacych od miejsc wigzacych nr 1 i 2. Do wyznaczenia widma wypadkowego uzyto wag
otrzymanych w kombinacji liniowej Rys. VII. 23 A. Widmo Kp13 miejsca wigzacego
nr 1 obliczono, tgczac widma atoméw a i b z Rys. VII. 22 w stosunku 1:1, a obliczenia ab-initio
wykonano z takimi samymi parametrami jakich uzyto do wyznaczenia widm XAS tych
struktur. Jak mozna zauwazy¢ na Rys. VIIL. 23 B, wtasciwe widmo Kf1,3 XES sktada si¢ z trzech
maksimow przy energiach -54,4 eV, -55,1 eV oraz -56,2 eV i skladajg si¢ na nie wyltacznie
gestosci standow typu p. Nalezy zaznaczy¢, ze algorytm FMS oblicza widma ab-initio w stanie
podstawowym [60] i nie ma mozliwo$ci wyznaczenia linii KB’. Bedzie to rzutowalo
na porownanie wynikow teoretycznych z eksperymentem oraz na dalsze obliczenia.

Na Rys. VII. 23 C-D, pokazane sg szczegdtowe wyniki obliczen ab-initio widm XAS
1 odpowiadajagcym im funkcjom DOS obu miejsc wigzacych Cr w modelu z Rys. VIIL. 22.
Model 1 zawiera widoczny pik przedkrawedziowy w obszarze widma od 5989,6 ¢V do 5994,5
eV 1 jest to jedyny wklad do piku przedkrawedziowego w kombinacji liniowej. Warto
zauwazy¢, ze wedtug obliczonych na Rys. VII 23 C funkcji DOS, na pik przedkrawedziowy
sktadaja sie¢ natozone stany 2p C na stany 3d Cr (szczegolnie przy energiach 5989,6 eV, 59924
eV 15993,9 eV) oraz stany 2p O na stany 3d Cr (szczeg6lnie przy energiach 5990,9 eV i 5992 4
eV). Dodatkowo w obszarze od 5995 eV do 6000 eV réwniez mieszajg si¢ stany Cr dDOS
i O pDOS, jednakze efekt tego mieszania jest slabo widoczny zaré6wno w widmie
doswiadczalnym jak i ab-initio, ze wzgledu na rosngca krawedz absorpcji. Warto zauwazy¢,
ze w modelu 2 widocznym na Rys. VII. 23 D, ktéry odpowiada wigzaniu jonowemu,
nie ma hybrydyzacji stanéw d Cr i p ligandow. Co za tym idzie, pomimo obecnosci dwoch
wyraznych maksimoéw funkcji Cr dDOS przy energiach 5993,1 eV 1 5994,6 eV,
nie ma mozliwosci by zachodzily przejscia 1s -> 3d i pik przedkrawedziowy jest niewidoczny.

W celu wyznaczenia z widm KB XES subtelnych roéznic informujacych o zmianie
otoczenia chemicznego Cr obliczono mapy roéznicowe ARXES pomig¢dzy probkami DMPC
+ Cr i K2Cr207, DMPC:DOPE 100:1 + Cr i K2Cr207 oraz DMPC:DOPE 1:1 + Cr i K2Cr20x.
Przeskalowane do tego samego zakresu intensywnos$ci mapy ARXES pokazane sg na Rys. VIL
24. We wszystkich mapach wida¢ silnie ujemy obszar, ktéry odpowiada pikowi

przedkrawedziowemu charakterystycznemu dla K>Cr.O7. Warto zwrdci¢ uwage na fakt,
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Rysunek VII. 24 Roznicowe mapy ARXES dla:
A — DMPC +Cr — K3Cr;07; B — DMPC:DOPE
100:1 +Cr — K,Cr,07; C — DMPC:DOPE 1:1
+Cr — K2Cr207. Linie przerywane o kolorach

............................ czerwonym, biafym i czarnym oznaczajg miejsca

wycie¢ w mapach RXES przy energiach 5993 eV,
5990,5 eV oraz 5946,5 eV. Linie kropkowane

Energia padajace [eV]
2
8
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soss DMPC:DOPE 1:1 +Cr ~ K2Cr207 : w tych samych kolorach oznaczajq zasieg wycigc.
5942 5944 5946 5948

Energia emisji [eV]

ze intensywno$¢ rdznicy w obszarze piku przedkrawedziowego maleje wraz ze wzrostem ilosci
DOPE w prébkach, co jest zgodne z wynikami kombinacji liniowej widm XAS z Rys. VII. 10
i Tabeli VII. 2. Lepiej mozna zaobserwowac te zmiany robigc wycigcie w mapie RXES wzdtuz
energii emisji, w obszarze przejscia elektronowego 1s -> 3d w KyCr.O7. Oznacza
to scalkowanie mapy RXES w malym obszarze energii padajacej i w calym rozpatrywanym
zakresie energii emisji. Na Rys. VII. 25 A pokazane zostaly wyciecia z map ARXES
widocznych na Rys. VII. 24 A-C, o szerokosci 2 eV wykonane dla energii wigzki padajacej
5993 eV. Jak wida¢ dla mapy DMPC +Cr — KzCr.O7, minimum przy energii 5944,5 eV
ma najwiekszg warto$¢, co zgadza si¢ z wnioskami na temat zmian ilosci KoCr2O7 w probkach,
ktore zostaly wyciagniete wczesniej. Ponadto, na Rys. VII. 25 B pokazane s3 wyciecia
Z pelnych map RXES dla energii wiazki padajacej 5993 eV, ktore przedstawiajg wyciecia,
ktorych réznice przedstawia Rys. VII. 25 A. W obregbie niepewnosci pomiarowej nie widaé
natomiast réznic pomiedzy cigciami otrzymanymi z map ARXES DMPC:DOPE 100:1 + Cr —
K2Cr207 oraz DMPC:DOPE 1:1 + Cr — K2Cr207. Oznacza to, ze na etapie przygotowywania
probek, ich dializa przebiegta poprawnie i caty niezwigzany K>Cr.O7 zostat usuniety. Rys. VII.
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Rysunek VII. 25 Wyciecia z map: A — ARXES wykonane wzdluz energii emisji, szerokos¢ wyciecia 2 eV
dla energii padajgcej rownej 5993 eV; B — RXES wykonane wzdluz energii emisji, szerokos¢ wyciecia

2 eV dla energii padajgcej rownej 5993 eV.

26 A przedstawia wycigcia dokonane z map roéznicowych ARXES wzdluz energii wigzki
padajacej, o szerokosci 1,5 eV i wykonane dla energii emisji rownej 5946,5 eV. Jak widaé,
wszystkie profile maja podobny przebieg, ale wystepuja réznice wokot minimum przy energii
5994 eV. Ponadto, profil DMPC +Cr - K2Cr207 r6zni si¢ od pozostatych dwoch w wyraznym
maksimum przy energii 5992 eV. Jest to energia graniczaca z intensywnym pikiem
przedkrawedziowym wystepujacym W widmach XAS zaréwno K>Cr.07 jak i DMPC +Cr.
W prébce DMPC +Cr moze wystapi¢ tylko jedno z miejsc wigzacych opisanych w modelu
z Rys. VII. 22, w ktorym Cr przytacza si¢ do grupy fosforanowej, gdyz probka nie zawierata
wigzan —HC=CH-. Jak mozna zauwazy¢, na widmie ab-initio tego modelu na Rys. VII. 23 D
wystepuje maksimum funkcji Cr dDOS przy energii 5993,1 eV, jednakze ten pik jest bardzo
szeroki 1 gesto$¢ stanow jest widoczna nawet przy wartosciach 5991,6 eV. Mozna zatem
przypuszczac, ze wbrew wnioskom wyciggnigtym na podstawie samego widma ab-initio CrPO4
i doswiadczalnego XAS, stany O 2p i Cr 3d w niewielkim stopniu hybrydyzuja i umozliwiaja
zachodzenie przej$¢ 1s -> 3d. Wniosek ten pokazuje przewage eksperymentu RXES nad
pomiarami XAS. Insert Rys. VII. 26 A przedstawia widmo DMPC:DOPE 10:1 +Cr — K>Cr207
poréwnane do $redniego widma policzonego przy uzyciu widm DMPC +Cr — K2Cr207
i DMPC:DOPE 10:1 +Cr — K>Cr207. Jak wida¢, w granicy niepewno$ci oba widma sg takie
same, z wyjatkiem obszaru wokot energii 5992 eV, w ktorym jednak réznica w intensywnosci
sygnatu przy energii 5992 eV zmalata. Swiadczy to o tym, ze zmiany zaobserwowane
w widmach probek liposomowych miaty charakter stopniowy — redukcja Cr(VI) rzeczywiscie

postepowata. Rys. VII. 26 B przedstawia wyciecia z map RXES wykonane dla tej samej energii
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Rysunek VII. 26 Wycigcia z map: A — ARXES wykonane wzdtuz energii padajgcej, szerokos¢ wyciecia

1,5 eV dla energii emisji rownej 5946,5 eV; B — RXES wykonane wzdtuz energii padajgcej, szerokosé¢

wyciecia 1,5 eV dla energii emisji rownej 5946,5 eV.

padajacej, co Rys. VII. 26 A. Warto zwroci¢ uwage na wyrazne Wzajemne przesunigcie piku
przedkrawedziowego K2Cr,07 i DMPC +Cr. Srodek wycigé z map RXES i ARXES,

wykonanych wzdtuz energii wigzki padajacej dla energii emisji 5946,5 eV, byt dostosowany

do potozenia nowych rezonanséw w mapie RXES probki DMPC:DOPE 1:1 +Cr oraz w mapach
roznicowych ARXES DMPC +Cr — K2Cr.07 i DMPC:DOPE 1:1 +Cr — K2Cr207. W celu

zachowania spéjnej analizy, wszystkie wyciecia widoczne na Rys. VII 26 A-B byly

dokonywane przy tej energii i w konsekwencji nie objety one $rodkow maksimow przejsé

1s -> 3d na mapie RXES K>Cr.07 oraz na mapie RXES prébki DMPC +Cr. Przesuniecie piku
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Rysunek VII. 27 Wyciecia z map: A — ARXES wykonane wzdiuz energii emisji, szerokosé¢ wyciecia 1,5

eV dla energii emisji réwnej 5990,5eV; B — RXES wykonane wzdtuz energii emisji, szerokos¢ wyciecia

1,5 eV dla energii emisji rownej 5990,5 eV.
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przedkrawedziowego w widmie DMPC + Cr (5993 eV), wzgledem K>Cr.O7 (5993,9 eV)
na Rys. VII. 26 B, odtwarza zaobserwowang roéznicg¢ w intensywnos$ci przy energii 5992 eV
na Rys. VII. 26 A pomiedzy widmami DMPC +Cr, a DMPC:DOPE 10:1 + Cr i DMPC:DOPE
1:1 +Cr. Ostatnig seri¢ wyci¢e¢ z map ARXES wykonano dla energii padajacej 5990,5 eV,
a szeroko$¢ wycie¢ wyniosta 1,5 eV. Rezultat zostal pokazany na Rys. VII. 27 A. Mimo,
iz we wszystkich wycieciach zakres energii jest taki sam, wykres dla DMPC +Cr — K2Cr207
znacznie r6zni si¢ od pozostaltych dwoch. Dla porownania, Rys. VII. 27 B przedstawia wycigcia
Z pelnych map RXES wykonane dla energii padajacej 5990,5 eV, z szerokos$cig wycigcia
1,5 eV. Warto zwroci¢ uwagg na fakt, ze widmo DMPC +Cr jest podobne do widma
DMPC:DOPE 1:1 + Cr z Rys. VII. 23 B ze wzglgedu na obecno$¢ trzech lokalnych maksimow
przy energiach 5944 eV, 5946 eV i 5942 eV. Wreszcie, aby wyjasni¢ przyczyng roznic
zaobserwowanych na Rys. VII. 27 A obliczono widma roéznicowe ab-initio odpowiadajace
widmom réznicowym DMPC +Cr — K2Cr2071 DMPC:DOPE 1:1 +Cr — K2Cr207 na Rys. VII.
27 A. Pierwsze z widm réznicowych ab-initio otrzymano odejmujgc od widma K13 XES
CrPOg4 (ktdre odpowiada wigzaniu Cr do grupy fosforanowej w probce DMPC +Cr) widmo
K2Cr207. Drugg réznicg obliczono odejmujgc widmo ab-initio Kf13 XES K2Cr207 od widma
wypadkowego KBi13 XES z Rys. VII. 23 B (co odpowiadalo wigzaniu Cr w probce
DMPC:DOPE 1:1 Cr). Rezultat odejmowania pokazany jest na Rys. VII. 28 A —B. Jak mozna
zauwazy¢, w obu przypadkach w granicy niepewno$ci pomiarowej odtworzone zostaly
do$wiadczalne widma réznicowe. Nalezy podkresli¢, ze pewne roznice widoczne pomigdzy

doswiadczalnymi widmami réznicowymi, a widmami réznicowymi ab-initio sg naturalne.

Widmo réznicowe K, ; 5
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Rysunek VII. 28 A — Widmo réznicowe DMPC +Cr — K,Cr,0; oraz takie samo widmo obliczone
teoretycznie; B — Widmo réznicowe DMPC:DOPE 1:1 +Cr — K;Cr,O7 oraz takie samo widmo

obliczone teoretycznie.
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Widma teoretyczne obliczone w programie FEFF z reguly maja nie do konca dopasowane
poszerzenia eksperymentalne, i nie da si¢ ich w pelni odtworzy¢. Ponadto cigcia map ARXES
byly otrzymywane blisko granicznej szerokosci naturalnego ksztattu linii widmowej, zatem
beda miaty nieco inny ksztalt niz obliczone teoretycznie widma nierezonansowe. Wreszcie,
widma XES obliczone przy pomocy algorytmu FMS nie zawieraja linii KB’ i podniesionego tla
charakterystycznego dla widm XES. Nie zmienia to faktu, ze tak dobra zgodno$¢ miedzy
obliczeniami, a doswiadczeniem w wypadku map réznicowych ARXES jest silnym dowodem
na poprawnos¢ zatozonego modelu.

Dodatkowo, na podstawie otrzymanych wynikow mozna przewidzie¢ strukture widm
v2¢ liposoméw poddanych dziataniu Cr(VI), co zostalo pokazane na Rys. VIL 29.
Wykorzystujac wyznaczong struktur¢ obu miejsc wigzacych Cr 1 wagi kombinacji liniowej
z Rys. VII. 23 A mozna obliczy¢ zarowno sktadowe widm XES odpowiadajace miejscom
wigzacym nr 1 i 2 (kolejno Rys VII. 29 A i B) jak i catkowite wypadkowe widmo v2¢ XES
liposoméw DMPC:DOPE 1:1 +Cr (Rys VII. 29 C). Takie widmo nie podlega doktadnej
analizie, gdyz nie mozna go wiarygodnie poréwna¢ z wynikiem eksperymentu, bowiem
statystyka pomiaru regionu v2c, pomimo licznych powtorzen, okazata si¢ zbyt mata.

Ostatnim etapem analizy bylo obliczenie teoretycznej mapy RXES dla probki

DMPC:DOPE 1:1 +Cr. Obliczen dokonano przy uzyciu widma XAS otrzymanego
A C
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Rysunek VII. 29 A —widma ab-initio i funkcje DOS dla dwuatomowego modelu wigzania Cr w miejscu
wigzgcym nr 1 z Rys. VII. 22; B — widma ab-initio i funkcje DOS dla CrPO4 odpowiadajgce miejscu
wigzgcemu nr 2 z Rys. VII. 22; C — wypadkowe widmo ab-initio i funkcje DOS. Linie przerywane
oznaczajg stany nieobsadzone. Wszystkie widma na rysunkach A i B zostaly przeskalowane zgodnie

z wynikiem kombinacji liniowej widm XAS z Rys. VII. 23.
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w kombinacji liniowej (Rys. VIL. 23 A) i widma wypadkowego KB1,3 XES z Rys. VII. 23 B
w napisanym przez Autora rozprawy programie w Srodowisku Matemathica 11. Wynik
pokazany jest na Rys. VII. 30 A-B. Jak mozna zauwazy¢, ha mapie teoretycznej z Rys. VII. 30
A brakuje piku elastycznego i piku KB’ obecnych na mapie doswiadczalnej na Rys. VII. 30 C.
Réwnanie Kramersa-Heisenberga, uzyte w obliczeniach, pozwala wyznaczy¢ widma RXES
,,W pierwszym przyblizeniu”: nie uwzglednia ono zaréwno poprawek relatywistycznych,
rozproszenia elastycznego jak i rozpraszan wyzszego rzedu, ktore tez daja wkiad do mapy
RXES. Ponadto, widoczna na Rys. VII 30 mapa jest obcigzona tymi samymi
niedoskonato$ciami, ktore sa obecne w widmach ab-initio obliczonych przy pomocy programu
FEFF. Pozwala wigc ona dokona¢ jedynie jakoSciowej oceny przyjetego modelu teoretycznego.
Zaréwno na mapie do$wiadczalnej jak i ab-initio dla DMPC:DOPE 1:1 +Cr maksimum

zatozony model wydaje si¢ by¢ kompletny, z wyjatkiem rezonansu przy energii emisji rownej
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Rysunek VII. 30 A — Mapa RXES DMPC +Cr otrzymana teoretycznie oraz B — zblizenie na obszar piku
przedkrawedziowego. W celu porownania skopiowano do podpunktow (C) i (D) zawartosé Rys. VII. 16;
C — mapa RXES prébki DMPC:DOPE 1:1 +Cr; D — wyciety obszar piku przedkrawedziowego.
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5946 eV i energii wigzki padajacej 5990,5 eV. Zarowno obliczenia FMS jak i teoretyczna mapa
RXES nie uwzglednity tego elementu widma.

W trakcie oddziatywania z btong nie zawierajacg wigzan —-HC=CH—, Cr(VI) przylacza
sie do grupy fosforanowej, redukujac si¢ do Cr(IIl). Zmiany na powierzchni liposoméw zostaty
zaobserwowane w eksperymencie XRD na Rys. VII. 7. Warto doda¢, ze procedura dializy
wyklucza powstanie krysztalow CrPOs, gdyz w takim wypadku s6l zostataby usunigta z probki
na drodze dyfuzji. W przypadku obecnosci wigzan nienasyconych w blonie, konkuruja ze sobg
dwa mechanizmy. Z jednej strony Cr(VI) ulega redukcji do Cr(Ill) przytaczajac
si¢ do powierzchni liposoméw, z drugiej strony redukuje si¢ do Cr(IV) tworzac krotko zyjace
kanaty jonowe, przy czym mechanizm powierzchniowy dominuje. Warto podkresli¢, ze trwate
wiazanie Cr do blony lipidowej moze mie¢ daleko idace konsekwencje w procesie leczenia
organizmu zatrutego Cr(V1). Trwale wigzanie sprzyja akumulacji Cr w organizmie i powstaniu
stanu przewleklego zatrucia.

Z punktu widzenia spektroskopowego pokazana zostata r6znica pomigdzy pomiarami
XAS oraz RXES: metoda dyspersyjna oferuje dostgp do duzo wigkszego zakresu informacji.
Informacje te sa wzajemnie komplementarne. Podczas jednego eksperymentu mozna otrzymac
informacj¢ o elektronowych stanach obsadzonych i nieobsadzonych badanego pierwiastka,
zidentyfikowac ligandy przytaczone do niego oraz przesledzi¢ na przyktad zmiany stopnia
utlenienia. Bardzo duza zaleta metody RXES jest fakt, iz widma XAS 1 XES otrzymane
w eksperymencie z tej samej mapy, sa wzajemnie skalibrowane energetycznie, co ulatwia
analiz¢ 1 uwiarygadnia otrzymane wyniki. Warto zaznaczy¢, ze dobrze wykonany pomiar
pozwala zidentyfikowac nawet dyskretne roznice wystepujace pomiedzy badanymi probkami.
Umozliwia on wykonanie pomiaru z rozdzielczoécig energetyczng lepsza niz szeroko$é
naturalna linii widmowej i otrzyma¢ widma HR-XAS i HR-XES. Sa one pozbawione
poszerzenia pochodzacego od stanu poczatkowego uktadu. W trakcie pomiarow XAS i RXES
nalezy pamigta¢ o efekcie uszkodzen radiacyjnych. Dodatkowo, pomiar RXES jest bardziej

wymagajacy technicznie od eksperymentu XAS.
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VIl.4 Podsumowanie

W trakcie eksperymentéw nad oddziatywaniem Cr(VI) z btong lipidowa zbadano jego
wptyw na liposomy zbudowane z fosfolipidbw DMPC oraz DMPC i DOPE w stosunku
ilosciowym 100:1, 10:1, 5:1 i 1:1. Takie probki pozwolity zbada¢ wptyw nasycenia i ptynnosci
blony na przenikanie Cr przez nie. Probki liposomow poddawane byly dziataniu Cr(VI),
a nastgpnie byly dializowane w celu usunigcia calego niezwigzanego Cr. W trakcie
eksperymentu:

»  Przeprowadzono pomiary XRF, XRD, XAS oraz RXES;

»  Przy pomocy metody XRD wykazano zmiany strukturalne zachodzace we wszystkich
prébkach liposomoéw pod wptywem Cr(VI) oraz mozliwe ustrukturyzowanie powierzchni
liposoméw DMPC +Cr i DMPC:DOPE 100:1 +Cr;

» W trakcie oddziatywania z btonami, Cr(VI) redukowat si¢ do nizszego stopnia utlenienia,
i wigzat trwale z blonami lipidowymi. Wykazano, iz zarowno przy braku wigzan
—HC=CH- jak i w ich obecnosci Cr wigzat si¢ do bton lipidowych, przy czym wraz
ze wzrostem ilo$ci wigzan nienasyconych rosta takze ilos¢ Cr przywigzanego do btony
co opisano jakosciowo i ilo§ciowo przy pomocy pomiarow XAS i XRF;

»  Zaproponowano model oddziatywania Cr z blong fosfolipidowa zawierajaca wigzania
—HC=CH-. W tym modelu powstawaty krétko zyjace kanaly jonowe zwickszajace
przeptyw Cr przez blong. Nie udalo si¢ jednak zidentyfikowaé formy chemicznej
adduktow, gdyz widma XAS zawieraty zbyt mato informacji;

»  Przy pomocy techniki RXES udato si¢ wykona¢ pomiary probek DMPC +Cr,
DMPC:DOPE 10:1 +Cr oraz DMPC: DOPE 1:1 + Cr;

»  Zidentyfikowano dwa miejsca wigzace Cr: w miejscu wigzania -HC=CH- oraz przy
grupie fosforanowej fosfolipidow. W ten sposob wyttumaczono obecno$¢ Cr w blonie
przy braku wigzan -HC=CH- oraz uzupetiono poprzedni model oddziatywania o proces
wigzania Cr do powierzchni fosfolipidow;

»  Otrzymane wyniki zostaly potwierdzone przez obliczenia ab-initio oraz obliczenie
teoretycznej mapy RXES dla probki DMPC:DOPE 1:1 +Cr;

»  Model oddziatywania Cr(VI) z blong lipidowa zbudowany w oparciu o pomiary XAS,
XRD 1 XRF zostat potwierdzony i rozbudowany dzigki wynikom eksperymentu RXES.
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VIII. Whnioski koncowe

Spektroskopia rentgenowska stanowi wazne narzedzie fizyki doswiadczalnej. Metody
spektroskopii rentgenowskiej rozwingty si¢ intensywnie wraz z uzyciem III generacji
synchrotronéw. Dwie najwazniejsze techniki, ktorych uzywa si¢ rutynowo w trakcie badan
struktury elektronowej atomow to XAS i XES. Metoda XAS, w czesci przykrawedziowej
widma absorpcyjnego, pozwala otrzymac informacje o elektronowych stanach nicobsadzonych
badanego atomu, czyli tych znajdujacych si¢ powyzej poziomu Fermiego. Z kolei, w wigkszej
odlegtosci energetycznej od krawedzi absorpcji, widmo zawiera informacj¢ strukturalng
(EXAFS). Z drugiej strony, XES pozwala zbada¢ elektronowe stany obsadzone oraz
zidentyfikowa¢ ligandy przytaczone do badanego atomu. Oprdcz tych popularnych technik
eksperymentalnych, wykorzystujacych promieniowanie X od dwdch dekad intensywnie
rozwija si¢ rowniez technika RXES. Technika ta wykorzystuje zjawisko rezonansowej emisji
promieniowania charakterystycznego w poblizu krawedzi absorpcji. RXES taczy w sobie
mozliwos$ci pomiardw XAS 1 XES, a informacja jest najczgsciej otrzymywana w postaci
dwuwymiarowych map RXES.

W trakcie przeprowadzonych badan, przy pomocy spektroskopii rentgenowskiej,
wykonano pomiary trzech klas zwigzkéw chemicznych: 1) nieorganicznych krysztatow,
2) biatek i 3) bton lipidowych. Metodologia pomiarow XAS, XES i RXES pierwotnie byta
dedykowana fizyce ciata stalego, na przyktad w celu badania wtasnosci polprzewodnikow.
Glownym celem pracy bylo wykorzystanie tych technik do pomiarow widm metali bloku
d w probkach zwigzkéw organicznych, nieustrukturyzowanych i niehomogenicznych,
opracowanie metodologii wykonania eksperymentéw i analizy danych oraz wykazanie
przydatnos$ci metod XAS i RXES do wykonywania do$wiadczen z uzyciem probek z grupy
materii migkkiej. W tym celu, jako wprowadzenie do analizy widm rentgenowskich, wykonano
pomiary RXES przy krawedzi K zelaza probek Fe, a-FexOs, oraz Fe(NO3)s. Dzigki tym
pomiarom opracowano metodologi¢ analizy widm RXES oraz wykazano mocne i stabe strony
metody.

Drugim eksperymentem byly pomiary widm XAS kompleksow biatka PrPC-Cu(ll)
w réznym otoczeniu chemicznym. Biatka naleza do heterogenicznych struktur, jednakze
wykazuja uporzadkowanie w rejonie miejsca wigzacego metal. W trakcie eksperymentu
wykorzystano wszystkie mozliwosci, jakie daje metoda XANES w potaczeniu z obliczeniami

DFT i FMS. Umozliwito to zidentyfikowania miejsc wigzacych Cu(ll) w biatku oraz ich
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wzajemne] relacji iloSciowej. Ponadto, dzigki wykonanym obliczeniom zidentyfikowano
unikatowy mechanizm transferu tadunku z ligandow na metal (LMCT). W tym eksperymencie
metoda XAS, dzieki wsparciu zaawansowanych obliczen, pozwolila rozwigza¢ problem
badawczy w oparciu o dane literaturowe.

W trzecim doswiadczeniu, przy pomocy metod spektroskopii rentgenowskiej oraz
metod pomocniczych, badany byt wptyw Cr(VI) na struktur¢ sztucznych bton lipidowych.
W pordéwnaniu do biatek, btony lipidowe majg inny charakter uporzadkowania, gdyz wystepuja
w formie dwu- lub wielowarstw fosfolipidow. W trakcie eksperymentu, przebadano wplyw
zawarto$ci wigzan —HC=CH- na proces redukcji Cr(VI). Badania byly prowadzone w dwoch
etapach. W pierwszym, przy pomocy metod XAS, XRD i XRF wykazano redukcje Cr(VI) ->
Cr(IV) przy jednoczesnym przenikaniu Cr przez btony lipidowe. Ponadto, udowodniono trwate
wigzanie si¢ Cr do blony lipidowej oraz opisano ten proces ilosciowo 1 jako$ciowo. Potgczenie
metod XAS, XRD i XRF okazalo si¢ jednak niewystarczajace, aby jednoznacznie potwierdzic¢
zaproponowany model oddziatywania i przenikania Cr przez btony lipidowe.

Drugim etapem badan nad oddziatywaniem Cr z blonami lipidowymi byto wykonanie
pomiarow RXES. W trakcie analizy wynikow wykorzystano unikatowe mozliwosci, jakie daja
pomiary RXES w potaczeniu z obliczeniami ab-initio: czuto$¢ i selektywno$é. Dzigki
jednoczesnemu pomiarowi zarébwno widm emisyjnych jak i absorpcyjnych, dwuwymiarowe
mapy RXES umozliwity identyfikacje roznych sktadowych widm. Pomiar widm RXES
pozwolit obliczy¢ widma ARXES DMPC +Cr — K2Cr207 i DMPC:DOPE 10:1 +Cr — K2Cr20y.
Umozliwitlo to zidentyfikowanie skltadowych widma XAS DMPC:DOPE 1:1 +Cr
1 uzupetnienie modelu oddziatywania Cr(VI) z blong lipidowa o oddziatywanie z grupami
fosforowymi na powierzchni. Udalo si¢ takze obliczy¢ teoretyczng mape RXES dla probki
DMPC:DOPE 1:1 +Cr, ktora byta zgodna z mapa otrzymana doswiadczalnie. Pewnym
ograniczeniem wykorzystanej metody, okazatly sie: czasochtonno$¢é pomiarow oraz ich mata
statystyka w rejonie v2c XES. Udalo si¢ jednakze omina¢ ten problem, analizujac strukturg linii
KpBy13.

Przeprowadzona analiza pokazuje, ze duzo wigksza ilos¢ wzajemnie
komplementarnych informacji mozna otrzyma¢ analizujac mapy RXES w poréwnaniu
do pomiarow XAS. Nalezy jednak pamietaé, ze pomiary RXES sa bardziej wymagajace
technicznie niz pomiary XAS. Wreszcie, w przypadku 1zejszych pierwiastkow takich jak Cr,
zarowno w metodzie XAS jak i RXES wazne jest zminimalizowanie strat zarowno wigzki
pierwotnej jak i emitowanej fluorescencji, pojawiajacych si¢ w wyniku oddziatywania

z o$rodkiem bedacym na drodze optycznej promieniowania, na przyklad powietrzem.
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Wszystko to powoduje, ze bez odpowiedniego zabezpieczenia mierzonej substancji oraz
odpowiedniej metodologii pomiaréw, wrazliwa probka moze szybko ulec zniszczeniu.
W niniejszej rozprawie, udato si¢ pokaza¢ rozwigzania metodologiczne, dzigki ktérym pomiary
RXES mozna przeprowadza¢ nawet z wykorzystaniem probek organicznych zawierajacych
lekkie metale grupy d Uktadu Okresowego, co jednoznacznie potwierdza prawdziwos¢
postawionej tezy.
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ZALACZNIKI

Zalacznik A

Kod programu napisanego w jezyku C++, pozwalajacy dodac efekt samoabsorpcji (SA)
do widm teoretycznych obliczonych ab-initio w programie FEFF 9.6. Ponizszy przyktad

przedstawia kod wraz z parametrami dobranymi do obliczen dla a-Fe20s.

#include <iostream>
#include <cstdlib>
#include <cmath>
#include <fstream>
#include <string>

using namespace std;
I/ parametry ukladu fizycznego

float ni_ph;

float ni_tot=70.89;

float rho=5.26; 1
float 10=1;

float glebokosc()
{ 2
float d;
cout << "Grubosc probki:";
cin >>d;
return d;

ky

void samoabsorpcja(float d) 3
{
float calka;
string wiersz, wiersz1, str_X, str_Y;
float recalc_Y1, fl_Y, A, B, recalc_Y2;
fstream plik, plik_out;
plik.open(*feff_out.txt™);
plik_out.open("SA_feff out.txt"); 4
B=(sqrt(2)/2)*ni_tot*rho;
for (int i=0; !plik.eof()==true; i++)
{
getline(plik,wiersz);
if(wiersz=="") break;
wierszl=wiersz,
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str_X=wiersz.substr(0,8);
fl_Y=strtof((wiersz1.substr(9)).c_str(), NULL);
A=(sqrt(2)/2)*fl_Y*rho;
recalc_Y1=(sqrt(2)/2)*((1/B)*(1-exp(-B*d)));

recalc_Y2=(sqrt(2)/2)*(1/(A+B))*(exp(-d*(A+B))-1); S
cout << str X<<" "<< recalc_Y1+recalc_Y2 <<"\n";
plik_out <<str_X <<"" <<recalc_Y1 + recalc_Y2<<"\n";
}
plik.close();
plik_out.close();
}
int main
0 6

float d = glebokosc();
samoabsorpcja(d);

system("PAUSE");
return O;

¥

Poszczegoblne etapy dziatania programu, oznaczone w kodzie numerami 1 — 8 odpowiadajg za:

1)

2)
3)

4)

5)

Globalne parametry obliczen:
a) Parametr ni_ph — catkowity wspotczynnik absorpcji promieniowania dla
okre$lonej energii wigzki [sz/ g] ;
b) Parametr ni_tot — wspotczynnik absorpcji promieniowania dla linii Ka
pierwiastka [sz/g];
c) Parametr rho — gesto$¢ materiatu;
d) Parametr 10 — intensywnos$¢ wiazki, tutaj znormalizowana do 1;
Funkcja glebokosc pobierajaca od uzytkownika grubos¢ probki d w [cm];
Funkcja samoabsorpcja modyfikujaca widmo ab-initio punkt po punkcie, poprzez
dodanie do widma teoretycznego efektu samoabsorpcji. Funkcja jako argument
przyjmuje pobrany wczesniej parametr d;
Fragment funkcji samoabsorpcja odpowiadajacy za wczytanie widma ab-initio
("feff_out.txt™), stworzenie pliku wynikowego ("SA feff out.txt"), zdefiniowanie
wszystkich zmiennych wykorzystywanych w toku dziatania funkcji, w tym zmienne;j
roboczej A;
Fragment funkcji samoabsorpcja odpowiadajacy za modyfikacje widma ab-initio oraz

za zapisanie go w pliku wynikowym;
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6) Funkcja gldwna programu, wykonujaca funkcje glebokosc oraz samoabsorpcja i

konczaca dziatanie programu;
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Zalacznik B

Kod programu napisanego w $rodowisku Matemathica 11, do celu obliczania map
RXES. Mapy byty obliczane ma podstawie widm ab-initio w programie FEFF 9.6. Ponizszy

przyktad przedstawia kod wraz z parametrami dobranymi do obliczen dla a-Fe2Os.

danel = Import["C:\\Users\\user\\Desktop\\rixs_fe2o3\\xas.dat", "Data™, RecordLists -+ True];
dane2 = Import["C:\\Users\\user\\Desktop\\rixs_fe2o3\\xes.dat", RecordLists + True];

pl = ListPlot [danel, PlotStyle + Black];

p2 = ListPlot[dane2, PlotStyle - Red, PlotRange -+ All]; 2
Show[ p1, p2, PlotRange -+ All]

danell = Table[ {danel[[i, 1]], danel[[i, 2]]}, {i, Length[danel] }];

testFxas = Interpolation[danell, InterpolationOrder - 1] ;

Plot [testFxas [x + wls + 4], {x, 7105 - wls, 7220 - wls}, PlotRange -+ Full]

dane2? = Table[ {dane2[[i, 1] ] dane2[[i, 2]])}s {i, Length[dane2]}];

testFxes = Interpolation[dane22, InterpolationOrder -+ 1];

Plot [testFxes [x + wls], {x, 7052 - wls, 7120 - wls}, PlotRange - Full]

m=9.18838 « 10~ (-31)

rd = 9.52918 = 10"~ (-10} ;

hkr = 13
ab= (2#Pixr@"2);

abc = ab+3+10" (-8); 4
wls = 7126;

gamls = 1.19;

gamip = @.1;5

(*Emisja+)

Eemd = 7052;

Eeml = 7120; 5

krokEm = @.5;
(#Absorpcja+)
Eabs® = 7185;

Eabs1 = 7220; 6
krokAbs = 8.5;
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mapaRXES = Table [Sum[Sum[ { (w2 /wl) & { (Wls + W) + testFxes [wid + wls] & (wWls + W) &

testFxas[w+wls]) / ((wls +w - wl) % (Wls + w-wl) + gamls x gamls / (4))) %
((gam2p/ (2&xPi)}) / ((wl+ww—w—-w2} & (Wl+ww-w-w2) + (gam2p/ (2)) = 7

(gam2p / (2}) ) {wwiy -74, -4y B.25} 14 {w, -20, 1008, 0.5} 1, {wl, Eabs@®, Eabsl, krokibs} ,
{w2, Eem®, Eeml, krokEm}];
mapaRXESscaled = mapaRXES = abj;

ListContourPlot [mapaRXESscaled]

Export["C:\\Users\\user\\Desktop\\rixs_fe283\\hematyt.out", mapaRXESscaled, "Table"]

Poszczegolne etapy dziatania programu, oznaczone w kodzie numerami 1 — 8 odpowiadajg za:
1) Wczytanie widm ab-initio z programu FEFF;
2) Wizualizacja wczytanych widm;
3) Interpolacja liniowa w celu zamiany formatu wczytanych widm z punktéw na dane
ciagle;
4) Globalne parametry obliczen:
a) Parametr m — masa spoczynkowa elektronu;
b) Parametr rO — klasyczny promien elektronu w atomie wodoru;
c) Parametr hkr — h — stata Diraka;
d) Parametr wls — potozenie krawedzi absorpcji;
e) Parametr gamls — czas zycia dziury rdzeniowej (stanu poczatkowego);
f) Parametr gam2p — czas zycia stanu koncowego;
5) Parametry specyficzne dla widma XES:
a) Parametr Eem0 — niskoenergetyczna granica zakresu energii emisji;
b) Parametr Eem1 — wysokoenergetyczna granica zakresu energii emisji;
c) Parametr krokEm — energetyczny krok obliczen;
6) Parametry specyficzne dla widma XES:
a) Parametr EabsO — niskoenergetyczna granica zakresu energii absorpcji;
b) Parametr Eabsl — wysokoenergetyczna granica zakresu energii absorpcji;
c) Parametr krokAbs — energetyczny krok obliczen;
7) Obliczenie mapy RXES (réwnanie Kramersa-Heisenberga) oraz wymnozenie jej razy
staty czynnik ab;

8) Kontrolna wizualizacja wyniku i zapis wyniku w pliku tekstowym
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Zalacznik C

1. Struktura pliku wejsciowego do programu ORCA 4.00.2:

UKS BP86 RI SV(P) Opt TﬁghtSCF
NoFinalGrid

%geom GDIISMaxEg 20
UseGDIIS true
MaxIter 1000
end

%scf MaxCore 4096
MaxIter 1000

end

x xyzfile x y filename.xyz

Grid4

gdzie: xyzfile — nazwa pliku z poczatkowa strukturg;
X — multipletowos$¢ kompleksu;

y — catkowity tadunek kompleksu;
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2. Struktura modelu kompleksu PrP¢-Cu(ll) a zoptymalizowana w programie ORCA

4.00.2 przy pomocy pliku wejéciowego z punktu nr 1:

A Wspolrzedne
tom

x[Al | yIAl | z[A]
Cu 0,546 | 0,345 | 0,261

2,726 | -1,540 | -0,791
2,845 | 0,256 | 1,979
3,741 | -0,876 | 1,517
0,485 | -1,608 | -1,696
-0,903 | -0,993 | -1,712
-2,161 | 0,848 | -0,619
-1,707 | 2,084 | 0,166
0,171 | 3,055 | 1,402
-0,210 | 2,900 | 2,928
0,736 | -2,393 | -2,438
-2,577 | 1,157 | -1,607
-2,998 | 0,373 | -0,051
1,281 | 2,986 | 1,360
-0,181 | 4,048 | 1,041
-0,108 | 0,207 | 2,856
-0,657 | -1,260 | 2,497
1,319 | -1,146 | -0,835
-1,020 | -0,015 | -0,748
-0,367 | 2,013 | 0,593
-0,651 | 4,010 | 3,533
4,980 | -0,925 | 1,931
2,234 | 0,894 | 0,913
-1,797 | -1,317 | -2,480
-2,416 | 3,036 | 0,446
-0,055 | 1,811 | 3,496
0,034 | -0,598 | 2,267
5,365 | -0,203 | 2,565

T O O 0 OO0 zZz2zZz2zZz2Z2ZIT IT ITITIT IT IT OO O-OOOOOO
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-0,815 | 4,889 | 3,030
3,223 | -1,966 | 0,621
3,323 | -0,683 | -1,173
2,882 | -2,394 | -1,486
2,387 | -2,466 | 1,166
4,012 | -2,735 | 0,479
2,114 | -0,216 | 2,694
3,438 | 0,996 | 2,574
-0,900 | 3,972 | 4,531
5,626 | -1,689 | 1,670

I T T T T T T T O =T

3. Struktura modelu kompleksu PrPC-Cu(ll) b zoptymalizowana w programie ORCA

4.00.2 przy pomocy pliku wejsciowego z punktu nr 1:

Atom Wspéltrzedne

x[Al | yIA] | z[A]
Cu -1,164 | 0,754 | 0,297
@) -2,152 | -0,762 | -0,818
@) 0,156 | -0,751 | 1,310
C -0,267 | 2,607 | 2,564
N -0,528 | 2,476 | 1,192
N 0,116 | 3,845 | 2,942
C -0,302 | 3,697 | 0,695
C 0,107 | 4,562 1,819
C -2,724 | -0,425 | 2,674
N -3,870 | -0,407 | 3,392
N -2,654 | 0,550 | 1,671
C -4579 | 0,594 | 2,873
C -3,811 | 1,214 | 1,772
N -0,067 | 1,079 | -1,367
C 1,231 | 0,943 | -1,499
C -0,567 | 1,387 | -2,713
N 1,738 | 1,124 | -2,787
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0,694
1,006
-0,364
-0,410
0,378
-1,897
5,579
-4,090
1,901
-1,103
0,771
-2,162
-1,308
-3,090
-1,292
0,009
-1,370
-2,512
3,747
-3,724

1,388
-0,752
1,762
3,953
5,631
-1,129
0,880
2,059
0,696
2,367
1,586
-1,995
0,624
-2,772
-2,686
-1,662
-3,666
-3,400
-2,083
-3,459

-3,525
1,804
3,264
-0,369
1,784
2,848
3,239
1,124
-0,660
-2,742
-4,609
-0,887
-3,051
-1,776
-0,119
0,952
-0,239
-2,494
-2,341
-1,169
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Zalacznik D

1. Struktura pliku wejsciowego do programu ORCA 4.00.2 uzyta do optymalizacji

geometrii kompleksu liposoméw z Cr:

UKS BP86 RI SV(P) Opt TﬁghtSCF Grid4
NoFinalGrid

%geom GDIISMaxEqg 20
UseGDIIS true
MaxIter 1000
end

%sct MaxCore 4096
MaxIter 1000

end

x xyzfile x y filename.xyz

gdzie: xyzfile — nazwa pliku z poczatkowa strukturg;
X — multipletowos$¢ kompleksu;

y — catkowity tadunek kompleksu;
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2. Struktura modelu kompleksu liposoméw z Cr zoptymalizowana w programie ORCA

4.00.2 przy pomocy pliku wejsciowego z punktu nr 1:

Wspolrzedne
Atom
x[Al | yIA] | z[A]
C -6,293 | -6,293 | -6,293
Cr -3,440 | -3,440 |[-3,440
Cr -0,939 |[-0,939 |-0,939

-3,029 |-3,029 |-3,029
-2,608 |-2,608 |-2,608
0,167 |0,167 |0,167
-0,675 |-0,675 |-0,675
-6,691 |-6,691 |-6,691
-6,056 | -6,056 | -6,056
-7,041 |-7,041 |-7,041
-6,182 |-6,182 |-6,182
-7,309 |-7,309 |-7,309
-7,906 |-7,906 |-7,906
-5,843 |-5843 |-5843
-7,558 |-7,558 |-7,558
5,735 |-5735 |-5,735
4,747 | -4747 | -4,747
-6,508 | -6,508 | -6,508
5,692 |-5692 |-5,692
-6,972 |-6,972 |-6,972
5,229 |-5229 |-5,229
-5,193 |-5193 |-5,193
-7,138 |-7,138 |-7,138
-2,531 |-25531 |-2,531
-0,414 |-0,414 |-0,414
-0,113 |-0,113 |-0,113
-2515 |-2,515 |-2,515

r r O oTrToIT>rrTIzITIxITIT O T T T T O OO X OODO
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Cr
Cr

-6,293
-3,440
-0,939

-6,293
-3,440
-0,939

-6,293
-3,440
-0,939
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10.

Zalacznik E

Spis publikacji Autora rozprawy
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RXES” Chem. Phys., 2017, DOI: 10.1016/j.chemphys.2017.06.002

Michat Nowakowski*, Joanna Czapla-Masztafiak, Maciej Kozak, Igor Zhukov, Lilia
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