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Szanowni Panstwo,
Drodzy Studenci i Doktoranci,

Oddajemy w Panstwa rece kolejng juz monografi¢ z cyklu ,,Nauka i przemyst
— lubelskie spotkania studenckie”. Ponownie jak w ubiegtych latach jej celem jest przed-
stawienie najnowszych osiagni¢¢ naukowych, badawczych i technicznych zwigzanych
z ochrong $rodowiska, medycyna, farmacja i biochemia, chemig kosmetyczna, przemy-
stem chemicznym oraz chemig rolng. Tematy te sg istotne z uwagi na ciagly postep tech-
nologiczny i wprowadzenie nowych rozwigzan w wielu dziedzinach naszego zycia.

Wyrazam nadzieje, ze bgdziecie Panstwo zadowoleni zardwno z zakresu zagad-
nien merytorycznych, bedacych przedmiotem prezentacji i dyskusji, jak réwniez z ich
poziomu naukowego. Dobrze zainwestowany czas, wykorzystany na poszerzenie wiedzy
to pierwszy krok w kierunku wspolnych dyskusji, nawigzania i zacieSnienia wzajemne;j
wspolpracy, co jest bardzo istotne dla nas wszystkich.

Zycze owocnej lektury,

Dorota Kotodynska
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METODY IMMOBILIZACJI ENZYMOW
W BIOCZUJNIKACH ELEKTROCHEMICZNYCH

R. SOBKIEWICZ, UMCS, Wydzial Chemii, Katedra Chemii Analitycznej,
P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Biosensory elektrochemiczne sg coraz powszechniej stosowane do
przeprowadzania szybkich analiz analitycznych. Wsrdod nich przewazaja te,
w ktorych warstwa receptorowa jest immobilizowany enzym. Aby skutecznie
osadzi¢ enzym na no$niku i uzyska¢ czujnik o odpowiednich parametrach
analitycznych nalezy zastosowaé odpowiednia metode immobilizacji, pozwalajaca
na unieruchomienie enzymu na podlozu przy jednoczesnym zachowaniu jego
aktywno$ci katalitycznej. W pracy przedstawiono najczesciej wykorzystywane
metody takie jak tworzenie wigzan kowalencyjnych mi¢dzy nosnikiem i enzymem,
adsorpcja na nosniku, putapkowanie enzymu i sieciowanie. Metody te w rézny
sposob modyfikuje si¢, aby poprawi¢ wlasciwosci bioczujnika lub usprawnié jego
produkcje. Jedng z takich modyfikacji jest wykorzystanie zimnej plazmy do
otrzymywania warstw receptorowych enzymu.

Wprowadzenie: W dynamicznie rozwijajacych si¢ branzach zwigzanych
z medycyng, ochrong $rodowiska i przemystem, korzysta si¢ z réznych metod
analitycznych opartych na technikach chromatograficznych czy
spektrofotometrycznych, ktére wymagaja zastosowania kosztownej aparatury oraz
czasochlonnych analiz [1]. Dazenie do opracowania szybszych i tatwiejszych metod
analitycznych przyczynito si¢ do rozwoju m.in. bioczujnikéw elektrochemicznych —
urzadzen wykorzystujacych reakcje biochemiczne katalizowane przez wyizolowane
enzymy, organelle lub cate komorki, do detekcji zwigzkéw chemicznych na drodze
sygnatow elektrycznych. Najpowszechniejsze zastosowanie majg bioczujniki
z immobilizowanym enzymem [2]. Poprzez immobilizacj¢ enzymu, uzyskuje si¢
lepsza stabilno$¢ dzialania i tolerancj¢ na wyzsze temperatury, czgsto kosztem
mniejszej aktywnos$ci katalitycznej [3]. Opracowano wiele skutecznych metod
immobilizacji. Naukowcy stale poddajg je pewnym modyfikacjom, aby osigga¢ jak
najlepsze parametry analityczne.

© ® e
® 0105010

e o [9°

Adsorpcja na no$niku Wigzanie kowalencyjne z nonikiem Putapkowanie Sieciowanie

Rys. 1. Gléwne metody immobilizacji enzymu na bioczujnikach.
Tworzenie wigzan kowalencyjnych z no$nikiem jest jedng z najczestszych metod

stuzaca do unieruchamiania enzyméw. Ze wzgledu na stabilny charakter wigzan,
stosowana jest w przypadkach, gdy nie mozna dopusci¢ do jego uwolnienia do

11



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

badanej probki [4]. Osadzenie enzymu jest nieodwracalne, nie ma mozliwosci jego
eliminacji, w celu ponownego wykorzystania nosnika. Technika ta polega na
wytworzeniu wigzan kowalencyjnych migdzy grupami funkcyjnymi nos$nika
i enzymu. Stosowanymi no$nikami sg np. materialty weglowe, ztoto lub matryce
polimerowe [5]. Przed immobilizacjg konieczna jest aktywacja no$nika poprzez
dodanie reaktywnych grup funkcyjnych na powierzchni¢ matrycy lub modyfikacja
struktury polimeru, prowadzaca do ich utworzenia [4]. W przypadku no$nika takimi
grupami  moga byé: grupy aminowe, hydroksylowe, karboksylowe,
winylosulfonowe, winyloketonowe, oksiranowe, aldehydowe, halogenkowe, tiolowe
oraz imidoestrowe. Tworzg one wigzanie kowalencyjne z ugrupowaniami biatka,
takimi jak: tiolowe cysteiny, fenolowe tyrozyny, imidazolowe histydyny i aminowe
lizyny [6]. Negatywnym aspektem metody jest spadek poziomu aktywnoéci enzymu,
przez mozliwo$¢ tworzenia si¢ wigzan migdzy no$nikiem a grupami reszt
aminokwasowych, odpowiedzialnych za aktywnos¢ Kkatalityczng oraz przez
drastyczne warunki, w jakich przebiega reakcja, co powoduje zmiany
konformacyjne i czgsciowa denaturacje.

Adsorpcja na nosniku jest to metoda stosunkowo tania i prosta. W przeciwienstwie
do poprzedniej techniki opiera si¢ na tworzeniu stabych oddziatywan fizycznych
miedzy no$nikiem i immobilizowanym biatkiem [7]. Moga to by¢ sity Van Der
Waalsa, oddziatywania hydrofobowe, wigzania solne lub wigzania jonowe [4].
Niewymagane jest stosowanie reaktywnych odczynnikow, immobilizacja przebiega
w tagodnych warunkach, dzigki czemu nie zachodza niepozadane zmiany
strukturalne w enzymie, prowadzace do znacznego obnizenia jego aktywnosci
katalitycznej [3]. Przylaczenie do matrycy nie jest trwate, mozna usungé enzym
z nosnika, wptywajac na sitg¢ oddziatywania (poprzez zmiang pH, sily jonowej,
temperatury, polarno$é rozpuszczalnika) [4], dzigki czemu mozna odzyskaé nosnik
do ponownego zastosowania. Wspomniana staba sita wigzan migdzy no$nikiem
a bialkiem, skutkuje uwalnianiem si¢ enzymu z matrycy bioczujnika do probki,
a takze spadek czutosci w wyniku stopniowej utraty warstwy receptorowe;.
Immobilizacja poprzez uwiezienie enzymu, W przypadku tej techniki, enzym nie jest
fizycznie lub chemicznie zwigzany z no$nikiem. Opiera si¢ na okluzji
biokatalizatora w stalym materiale, np. w zelu lub usieciowanym polimerze [5, 7].
Enzym zawieszony jest w roztworze monomeru, a nastepnie inicjuje sie proces
polimeryzacji, prowadzacy do uwig¢zienia enzymu w strukturze nowopowstatego
polimeru na no$niku [7]. Nie nastepujg zadne zmiany w pierwotnej budowie
enzymu, jest on odseparowany od otoczenia. Warstwa polimeru jest przepuszczalna
tylko dla odpowiednio matych reagentdéw, dzigki temu biosensor ma lepsza
selektywno$¢, a enzym chroniony jest przed zanieczyszczeniami i drobnoustrojami
[3]. Produkty powstate w wyniku katalitycznej reakcji sg usuwane z obszaru
struktury bioczujnika do badanego roztworu.

Sieciowanie polega na tworzeniu z bialek nierozpuszczalnych agregatow
wielkoczasteczkowych w roztworach wodnych. Sieciowanie moze przebiegac
bezposrednio, poprzez taczenie si¢ czasteczek biatka ze sobg lub za posrednictwem
czynnika sieciujacego (np. aldehyd glutarowy) [6]. Innym wariantem metody jest
sieciowanie krysztaldw enzymu (CLEC). Polega na kontrolowanej krystalizacji
enzymu, a nastgpnie na tworzeniu agregatu z wykorzystaniem czynnika sieciujagcego
[8]. W poréwnaniu do tradycyjnego sieciowania CLEC zapewnia wicksza
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odporno$¢ chemiczng i mechaniczna, jest to spowodowane tym, ze wigzania tworza
stabilng strukture trojwymiarowa, a nie dwuwymiarowa — krysztal dziata jak
matryca. Biatko w krysztale jest rtOwnomiernie roztozone, za$ brak interakcji migdzy
enzymem a no$nikiem, skutkuje poprawa aktywnos$ci enzymu, co przektada si¢ na
dobre parametry analityczne skonstruowanego bioczujnika [8].

Usieciowanie z wykorzystaniem zimnej plazmy jest to skuteczna modyfikacja
metody sieciowania polegajaca na immobilizacji enzyméw w bioczujnikach
technika SPP (Soft Plasma Polymerization). Jest to stosunkowo nowa technika,
oparta na wykorzystaniu zimnej plazmy nierownowagowej (niskotemperaturowej).
Plazma, zwana czwartym stanem skupienia materii, jest zjonizowanym gazem,
w sktad ktorego wchodza elektrony, jony dodatnie, niezjonizowane czastki oboje¢tne,
a takze jony ujemne, wolne rodniki, fotony oraz czastki wzbudzone [9]. Powstaje
wskutek doprowadzenia do gazu dostatecznie wysokiej ilosci energii, ktora
doprowadza do dysocjacji czasteczek na elektrony i dodatnio natadowane jony.
Wykorzystywana w metodzie niskotemperaturowa plazma nierownowagowa
cechuje si¢ tym, ze nie jest w pelni zjonizowana, elektrony sa obdarzone energia
znacznie przewyzszajacg energi¢ jonow i czastek niezjonizowanych, a jej
temperatura wynosi ponizej 30000 K [9, 10]. Plazma otrzymywana jest pod
cisnieniem atmosferycznym w uktadzie przedstawionym na rys. 2. Wokoét ostro
zakonczonych elektrod wolframowych, pod wpltywem nierdownomiernego pola
elektrycznego, generowane jest wyladowanie koronowe, ktore jonizuje czasteczki
gazu nosnego (np. hel, argon) [11]. Wytworzona tak plazma ma posta¢ plomienia
o temperaturze nieprzekraczajacej 40°C [2], co pozwala na wprowadzenie do niej
form biologicznych, bez zniszczenia ich struktury, do ktorego doprowadzitaby
wyzsza temperatura.

) @

B

Rys.2. Schemat uktadu do aplikacji warstwy receptorowej enzymu: 1 — elektrody wolframowe,
2 — nosnik, 3 — uziemienie, 4 — roztwor enzymu, 5 — atomizer, 6 — gaz nosny.

W wyniku zetknigcia si¢ enzymu z formami aktywnymi plazmy (np. elektronami),
inicjuje si¢ reakcja polimeryzacji, a nastgpnie jego osadzanie na no$niku (np. weglu
szklistym) [10]. Nie tylko no$nik i enzym maja wplyw na parametry
skonstruowanego bioczujnika, lecz takze warunki, w jakich przeprowadzana jest
polimeryzacja w zimnej plazmie. Warto$¢ uzytego do generowania wytadowania
koronowego oraz prgdkos$¢ przeptywu gazu nosnego maja wplyw na aktywnosc
biologiczng enzymu, a takze stopien polimeryzacji i sieciowania, co przektada si¢ na
czulo$¢ i czas zycia czujnika [11]. Konieczne jest dobranie optymalnych warunkow
procesu, zaleznie od charakterystyki osadzanego enzymu, aby uzyskaé biosensor
0 dobrych parametrach analitycznych. Wykonane w ten sposdb czujniki posiadajg

13



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

zalety bioczujnikow immobilizowanych metoda usieciowania wykonywanych
bardziej czasochlonng metoda ,,mokra”, lecz czas ich wykonania zostal skrocony
nawet do kilku minut [10], co pozwala na tanszg i prostszg produkcje.

Whioski: Do konstrukcji bioczujnikow elektrochemicznych wykorzystujacych
enzym jako warstwe receptorows, stosuje si¢ wiele roznych metod immobilizacji,
ktore pozwalaja na nadanie pozadanych funkcji bioczujnikowi w zaleznosci od
wlasciwosci wybranego enzymu i od przeznaczenia biosensora. Wsrdd opisanych
metod korzystnie przedstawia si¢ technika SPP, ktéra jest szybka i przyjazna dla
srodowiska metoda pozwalajaca na efektywne unieruchomienie enzymu przy
zachowanie w duzym stopniu jego aktywnosci katalityczne;.
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ANALIZA WEASCIWOSCI FENOTYPOWYCH MUTANTA
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS DEFEKTYWNEGO
W GENIE ADHA2XL W SZLAKU SYNTEZY VLCFA

S. GARG, A. SWATEK, A. CHOMA, I. KOMANIECKA, UMCS, Instytut Nauk
Biologicznych, Wydziat Biologii 1 Biotechnologii, Katedra Genetyki
i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Dtugotaficuchowe kwasy ttuszczowe (VLCFA) obecne w lipidzie A
bakterii z rodziny Rhizobiaceae odgrywaja istotna rol¢ podczas symbiozy
z ro$linami, jednocze$nie zapewniajac odpowiednig elastycznos¢ blony zewngtrznej
powoduja, ze bakterie sa bardziej odporne na niekorzystne warunki $rodowiska.
Przeprowadzone badania na mutancie w genie adhlA2XL (wchodzacym w sktad
regionu kodujacego biosynteze VLCFA) Agrobacterium tumefaciens wykazaty
ostabienie ich zywotnosci i zdolnosci adaptacyjnych w poréwnaniu ze szczepem
dzikim.

Whprowadzenie: Agrobacterium tumefaciens jest patogenem, ktéry odpowiada za
indukcje¢ narosli (crown-gall desease) na todygach i korzeniach wielu gatunkéw
ro$lin dwulisciennych. Jest to Gram-ujemna, tlenowa pateczka glebowa z rodziny
Rhizobiaceae. Do tej rodziny naleza glownie wigzace azot, bakteryjne symbionty
ro$lin straczkowych [1]. Przyczyng zmian chorobowych roslin w przypadku infekcji
A. tumefaciens jest przeniesienie cze$ci bakteryjnego DNA (tzw. fragmentu T-DNA)
i jego integracja z dowolnym miejscem w genomie rosliny [2]. Jak prawie wszystkie
bakterie Gram-ujemne A. tumefaciens posiada lipopolisacharyd (LPS), ktory dziata
jako niezwykle silny stymulator wrodzonej odpornosci u eukariontow. LPS sktada
si¢ z trzech czesci: (1) polisacharydu O-swoistego (synonim: antygen O),
(2) olisacharydowego rdzenia oraz (3) lipidu A. Lipid A jest glikolipidem
0 niejednorodnej strukturze. W wiekszosci przypadkoéw jego szkielet cukrowy
sktada si¢ z disacharydu 2-amino-2-deoksy-D-glukozowego (D-GlcpN),
ufosforylowanego w pozycjach C-1 i C-4' [3]. Kwasy tluszczowe zwigzane
bezposrednio z szkieletem lipidu A w pozycjach C-2, C-3, C-2’ i C-3°, zwane tez
pierwszorzgdowymi kwasami ttuszczowymi to kwasy typu 3-hydroksy, posiadajace
tancuch prosty, nasycony i 0 parzystej liczbie atomow wegla, 0 dlugosci w zakresie
od 12 do 20 atoméw wegla. Grupy hydroksylowe tych kwaséw sa miejscem
przytaczenia tak zwanych drugorzedowych podstawnikow ttuszczowych. Typowymi
drugorzedowymi podstawnikami tluszczowymi lipidu A u ryzobidw s3
dhugotancuchowe hydroksykwasy typu o-1 (VLCFA), zawierajace od 26 do 34
atomow wegla [4]. Wszystkie ryzobia posiadajgce tak zmodyfikowany lipid A majg
wysoce konserwatywny klaster genowy znajdujacy sie¢ pomiedzy genami acpXL
i msbB. Regiony acpXL-msbB odpowiedzialne za biosyntez¢ i wigczenie VLCFA do
lipidu A wykazujg znaczng konserwatywno$¢ [4]. Przeprowadzone badania LPS
bakterii izolowanych z brodawek korzeniowych wykazaty, ze VLCFA sa obecne
w ich formach symbiotycznych. Mutanty ze zmienionym lipidem A (brak VLCFA)
w stosunku do szczepow dzikich posiadaty ostabiong blong zewngtrzng
i wykazywaly zwickszong wrazliwo$¢ na pH, detergenty, antybiotyki peptydowe,
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ci$nienie osmotyczne i wysuszenie, a ich zdolno$¢ do nawigzywania efektywnej
symbiozy byla znacznie ostabiona [4][5][6]. Tego typu badan poréwnawczych nie
prowadzono na modelu Agrobacterium — bakterii patogennej, taksonomicznie
zaliczanej do rodzaju Rhizobium (obecnie obowiazujaca nazwa to Rhizobium
fabrum).

Cze$¢ eksperymentalna: Badania prowadzono na mutancie Agrobacterium
tumefaciens w genie adhA2XL (1595-2) i jego komplementancie (1595 x 1595) oraz
na szczepie macierzystym (Atu C58). Mutanta i komplementanta otrzymano
w Katedrze Genetyki i Mikrobiologii UMCS. Bakterie hodowano na podtozy TY,
zawierajagcym rézne czynniki stresowe: NaCl (3 %; 2 %; 1 %; 0,5 %; 0,25 %),
EDTA (2 mM; 1 mM; 0,5 mM; 0,25 mM; 0,125 mM), SDS (2 mM; 1 mM; 0,5 mM;
0,25 mM; 0,125 mM), DOC (300 pg/ml; 200 pg/ml; 100 pg/ml; 50 pg/ml; 25
pg/ml), polimyksyna B (25 pg/ml; 12 pg/ml; 6 pg/ml; 3 pg/ml; 1 pg/ml; 0,5 pg/ml),
pH (od 5.7 do 8.0). Ponadto, sprawdzono wptyw temperatury (28°C, 32°C, 37°C) na
wzrost bakterii. Badania prowadzono na ptytkach 24-dotkowych (firmy NEST).
Ggesto$¢ optyczng hodowli mierzono przy uzyciu automatycznego czytnika do ptytek
typu ELISA (ASYS UVM340, Biogenet) przy diugosci fali 600 nm. Pomiary
wykonywano po o$miu godzinach inkubacji (logarytmiczna faza wzrostu bakterii).
Przedstawione wyniki to §rednia z trzech powtorzen.

Wyniki: Rezultaty wykonanych pomiaréw przedstawiono w formie wykresow
shipkowych (Rys. 1, 2). Kazdy wykres zawiera trzy grupy stupkoéw
odpowiadajacych kolejno: szczepowi macierzystemu (Atu C58), mutantowi (1595-
2) i komplementantowi (1595 x 1595). W grupie kolejne stupki odpowiadaja
stezeniom stresora podanym w legendzie. Na Rys. 1 umieszczono wykresy dziatania
trzech stresordw na wzrost bakterii. Byty to: EDTA, DOC i pH. Nie zaobserwowano
znaczacego wplywu zmiany st¢zenia tych stresoréOw oraz zmiany pH na wzrost
bakterii. Nalezy podkresli¢, ze $redni wzrost szczepu dzikiego w kazdym przypadku
byt o okoto 10 % wigkszy niz mutanta i komplementanta, za§ w poszczegdlnych
grupach odchylenia spowodowane zmiang stgzenia stresora byly statystycznie
nieistotne. Na Rys. 2 zgromadzono wyniki analiz tych stresorow, w ktorych
zaobserwowano wyrazne roznice w odpowiedzi badanych bakterii. Byty to: NaCl,
SDS, polimyksyna B oraz temperatura hodowli. W przypadku badania dziatania
NaCl stwierdzono, ze szczep dziki toleruje obecnos¢ chlorku sodowego do stgzenia
1 %. Zwigkszenie ilosci NaCl (2 % - 3%) powodowato gwaltowne obnizenie
wzrostu hodowli. U mutanta zaobserwowano wyrazne spowolnienie wzrostu przy
niskich stezeniach NaCl, natomiast wraz ze zwigkszeniem stgzenia NaCl
zaobserwowano intensywny wzrost hodowli. Komplementant zachowywatl sie
podobnie do szczepu dzikiego, jednak tutaj pomiary OD byly generalnie o 30 %
nizsze. Najbardziej zaskakujace obserwacje poczyniono badajac wptywa SDS na
wzrost bakterii. W tym wypadku we wszystkich szczepach zaobserwowano
minimalny wzrost hodowli przy stezeniach SDS w zakresie 0,25 — 0,5 mM. Wyzsze
i nizsze st¢zenia SDS wyraznie stabiej hamowaty wzrost bakterii.
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Rys. 1. Badanie wptywu réznych stezen EDTA, DOC oraz wptywu pH na wzrost szczepow:
A. tumefaciens C58 (Atu C58), mutanta w genie adhA2XL (1595-2) oraz jego komplementanta
(1595 x 1595).

Polimyksyna B to kationowy polipeptyd, ktory dezorganizuje funkcjonowanie bton
(zar6wno OM jaki i CM). W przypadku szczepu dzikiego zaobserwowano wyrazny
spadek wzrostu hodowli wraz ze wzrostem st¢zenia antybiotyku w podtozu.
Podobnie zachowywat si¢ mutant, z tym, ze wartosci OD byly o okoto 50 % nizsze.
Przywrocenie zdolnosci do syntezy VLCFA u mutanta skutkowato zwigkszeniem
odporno$ci na polimyksyne B na poziomie poréwnywalnym ze szczepem dzikim.
Temperatura 28°C zapewnia najlepszy wzrost szczepu macierzystego (Atu C58),
natomiast zaro6wno mutant jak i komplementant w tej temperaturze wykazuja
wyraznie stabszy wzrost. Bakterie szczepu dzikiego namnazaja si¢ wyraznie wolniej
wraz ze wzrostem temperatury (do 37°C). W przypadku mutanta i komplementanta
zmiana temperatury hodowli ma nieznaczny wplyw na tempo wzrostu populacji
bakterii.

Whioski:  Przeprowadzono badania wlasciwosci fizjologicznych  bakterii:
Agrobacterium tumefaciens C58, jego mutanta w genie adhA2XL (1595-2)
i komplementanta (1595 x 1595). Mutacja powoduje utrate zdolnosci biosyntezy
VLCFA i jego wlaczania do LPS, co skutkuje reorganizacjg struktury przestrzennej
blony zewnetrznej i wplywa na metabolizm bakterii. Komplementant powstat
poprzez wprowadzenie na plazmidzie aktywnego genu adhA2XL. Stwierdzono, ze
mutant we wszystkich do§wiadczeniach byt bardziej podatny na czynniki stresowe
niz szczep macierzysty. Jednoczesnie okazato si¢, ze komplementant, ktory miat
przywrocong zdolno$¢ do syntezy VLCFA, nie w pelni odzyskat wlasciwosci
fizjologiczne szczepu dzikiego. Wsrdéd czynnikow stresogennych mozna wyrdznié
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dwie grupy. Do pierwszej z nich nalezy zaliczy¢ EDTA, DOC i st¢zenie jonow
wodorowych (pH) (Rys. 1). Te czynniki jedynie nieznacznie ostabialy wzrost
mutanta 1 komplementanta. Zmiana ich st¢zenia nie powodowata praktycznie rdznic
w odpowiedzi bakterii. Do drugiej grupy stresoré6w zaliczono NaCl, SDS,
polimyksyne B i temperature. W tym wypadku wzrost szczepu dzikiego i mutanta
i komplementanta wyraznie si¢ roznity, a rownoczesnie wzrost bakterii byt zalezny
od stgzenia stresora.
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Rys. 2. Badanie wptywu réznych stezen NaCl, SDS, polimyksyny B oraz temperatury na wzrost
szczepow: A. tumefaciens C58 (Atu C58), mutanta w genie adhA2XL (1595-2) oraz jego komplementanta
(1595 x 1595).

Praca powstala w ramach realizacji projektu OPUS finansowanego ze $rodkow
Narodowego Centrum Nauki (nr projektu: 2018/31/B/NZ9/01755).
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WPLYW WYBRANYCH OLEJKOW ETERYCZNYCH
NA WZROST E. COLI ORAZ S. AUREUS

A. POMARANSKA', J. KUTKOWSKA? A. PASTUSZKA? 'SKN
Mikrobiologéw BAKCYL, Uniwersytet Marii Curie-Skltodowskiej w Lublinie;
2UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii,
ul. Akademicka 19, 20-033, Lublin.

Abstrakt: Olejki eteryczne to ztozona mieszanina zapachowych lotnych zwigzkow
organicznych. Posiadaja wlasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne,
owadobdjcze i przeciwwirusowe [4]. Maja one ogromy potencjal w dziedzinie
biomedycyny, a obecnos¢ takich zwigzkdéw, jak aldehydy, fenole, terpeny powoduje,
ze dziataja one na réznorodne patogeny [8]. Wykazano, Ze olejki eteryczne hamujg
wzrost drobnoustrojow opornych na leki szczepy, ktére sg trudne do leczenia
konwencjonalnymi antybiotykami, dlatego tez w ostatnich latach rosnie
zainteresowanie odkryciem nowych zwigzkow 0 aktywnosciach
przeciwdrobnoustrojowych [6]. Celem do$wiadczenia byto sprawdzenie aktywnosci
przeciwbakteryjnej olejkodw eterycznych: pichtowego, lawendowego, gozdzikowego
z pakow i cedrowego, w poréwnaniu do antybiotyku amoksycyliny. W badaniach
okreslono wysoka aktywnos$¢ olejku gozdzikowego wobec szczepow Escherichia
coli ATCC 25922 i Staphylococcus aureus ATCC 25923 z wartosciami MIC 4 %
(vol/vol). Olejek lawendowy wykazywal stabsze dziatanie przeciwbakteryjne
warto$¢ MIC wynosity dla E. coli 8%, a S. aureus 16% (vol/vol). Wzrost S. aureus
byt hamowany réwniez przez olejek cedrowy 1 pichtowy, wartosci MIC
odpowiednio 8 i 32%.

Whprowadzenie: W ostatnich latach wzrasta oporno$¢ bakterii na antybiotyki, ktore
staja si¢ nieskuteczne w leczeniu chordb infekcyjnych. Przyczyng wzrastajacej
antybiotykoopornosci, jest coraz wicksze spozycie jak i niewlasciwe stosowanie
antybiotykow, szczegdlnie w leczeniu pozaszpitalnym — weterynarii, rolnictwie czy
hodowli zwierzat. Skazenie §rodowiska farmaceutykami spowodowane jest rowniez
nieprawidlowa utylizacja, jak i usuwaniem ich ze Sciekow. Upowszechnienie oraz
stosunkowo tatwy dostgp do antybiotykow przyczynity si¢ do gwattownego
pojawienia si¢ szczepdw opornych, a nawet wieloopornych [2]. Opornos¢ zwigzana
jest zarOwno z naduzywaniem antybiotykdow, jak i $rodkéw do dezynfekcji,
w ktérych substancje antybakteryjne czesto wystepujga w stezeniach majacych
dziatanie statyczne, a nie bakteriobdjcze. Rozprzestrzenianie opornosci jest
zwigzane z Wwystgpowaniem genéw oporno$ci na ruchomych elementach
genetycznych, takich jak plazmidy czy transpozony. Moga one by¢ przekazywane
z jednej komorki do drugiej na drodze horyzontalnego transferu gendw — koniugacji,
transformacji i transdukcji [5]. Wprowadzenie antybiotykéw do ekosystemu
prowadzi do presji selekcyjnej, a tym samym do adaptacji danej populacji
drobnoustrojow. Utrzymujgca si¢ tendencja opornosci, moze doprowadzi¢ do tego,
ze za kilkanascie lat, zdecydowana wigkszo$¢ patogennych bakterii zmutuje, nie
bedzie dostgpny zaden skuteczny antybiotyk, a kazde zakazenie bakteryjne bedzie
stanowi¢ $miertelne zakazenie dla pacjenta [1]. Wéréd patogenow alarmowych
wyrdznia sie m.in.; MDR (ang. multiple drug resistance) — patogeny oporne na co
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najmniej trzy grupy antybiotykow, XDR (ang. extensively drug resistant) — oporne
na szeroka game lekow jak i PDR (ang. Pandrug-resistant) — oporne na wszystkie
preparaty ze wszystkich grup antybiotykéw. W przypadku patogenéw alarmowych
typu XDR, do ktorych zaliczane sa bakterie Gram-ujemne ostatnim skutecznym
lekiem w terapii zakazen jest kolistyna, lecz z powodu jej naduzywania (sektor
rolniczy, hodowle) pojawila si¢ rowniez i wobec niej opornos¢ [9]. Alternatywna
drogg eliminacji lekoopornych szczepoéw np. E. coli mogg stanowi¢ nietoksyczne,
biodegradowalne substancje do ktorych mozemy zaliczy¢ migdzy innymi olejki
eteryczne, ktére posiadaja szerokg game aktywnosci terapeutycznej. Udowodniono
ich dzialanie m.in. przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe czy przeciwgrzybowe.
Stosowane s3 od dawna przy leczeniu uktadu oddechowego, pokarmowego czy przy
wspomaganiu  funkcjonowania uktadu immunologicznego 1 nerwowego.
Wiasciwosci olejkow eterycznych wykorzystywane sa powszechnie w medycynie
jak 1 kosmetologii [7]. W sklad jednego olejku moze wchodzi¢ nawet do
kilkudziesigciu zwigzkow o roéznym stezeniu i wlasciwosciach. Procentowa
zawarto$¢ poszczegdlnych komponentow w okreslonym olejku jest zmienna
i zalezna od gatunku, odmiany ros$liny, warunkoéw srodowiskowych jej wzrostu
i rozwoju, czy tez metody izolacji. W wigkszosci olejkow mozna jednak wyrdznié
jeden gltowny sktadnik, odpowiadajacy za specyficzny zapach czy wilasciwosci
biologiczne jak i farmakologiczne [3]. Narastajaca lekooporno$¢ mikroorganizmow
stanowi wyzwanie dla nowoczesnej medycyny i zmusza do poszukiwania nowych
i bardziej skuteczniejszych metod leczenia. Olejki eteryczne, ktére charakteryzuja
si¢ szerokim zakresem aktywnosci biologicznej i farmakologicznej, moga by¢
alternatywa dla §rodkdw obecnie stosowanych w lecznictwie.

Czes$¢ eksperymentalna: Wrazliwo$¢ bakterii na olejki eteryczne okreslano metodg
dyfuzyjno-krazkows, a minimalne stezenie hamujace (MIC) oznaczono metoda
mikrorozcienczen w bulionie wg. zalecen Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). W badaniach uzyto szczepow referencyjnych: E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 25923 i olejkow eterycznych: olejek pichtowy (Oleum Pini
sibiricum) z Abies sibirica, olejek lawendowy (Lavandulae aetheroleum)
z Lavandula L., olejek gozdzikowy z pakéw (Oleum Caryophyllorum) z Dianthus
L., olejek cedrowy (Juniperus Virginiana Oil) z Cedrus Trew. Na podtoze state MH
(Mueller-Hinton Agar) posiewano zawiesing bakteryjna o gestosci optycznej 0,5
w skali McFarlanda. Nastgpnie na powierzchni¢ posiewu nakladano jatowe krazki
bibutowe ($r. 6 mm) i nanoszono po 10 ul odpowiedniego olejku. Kontrolg dodatnia
stanowil krazek z antybiotykiem — amoksycyling (10 pg). Plytki inkubowano
24 godz. w 37 °C w warunkach tlenowych. Najnizsze stezenia hamujgcego wzrost
(MIC) bakterii oznaczono metoda mikrorozcienczen w bulionie wg. CLSI. Do
gradientu stezen badanych olejkow eterycznych (64%, 32%, 16%, 8%, 4%, 2% 1%,
0,5%, 0,25% ) i amoksycyliny (512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 ug/ml)
w bulionie MH dodano po 20 ul, rozciefczonych 10-krotnie hodowli bakterii
(0,5 McFarlanda). Kontrola dodatnia — zawiesina bakterii w podtozu ptynnym MH
oraz ujemna pozywka pltynna bez bakterii. Po 24 godz. inkubacji w 37 °C
w warunkach tlenowych, dokonano odczytu absorbancji ODsw. Nastgpnie dodano do
kazdego dotka po 200 pl roztworu resazuryny.
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Wyniki: Zastosowana w prezentowanej pracy metoda dyfuzji z krazka jest metoda
jakosciowa oparta na dyfuzji substancji zawartej w krazku bibuly do podloza.
Substancje z krazka dyfunduja promieniscie, tworzac strefy z gradientem stezen.
Najwigksza koncentracja ma miejsce przy brzegach krazka 1 spada wraz
z odleglosciag od niego. Wielkos¢ strefy zahamowania jest wprost proporcjonalna do
stopnia wrazliwosci na zastosowang substancje. Wyniki badan wptywu olejkow
eterycznych i antybiotyku na wzrost bakterii przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Badanie wrazliwo$ci szczepow bakterii na wybrane olejki eteryczne i antybiotyki.

Substancja hamujaca Strefa zahamowania wzrostu (mm)
Escherichia coli ATCC Staphylococcus aureus
25922 ATCC 25923

Olejek pichtowy 0 12
Olejek lawendowy 10 17
Olejek cydrowy 0 10
Olejek gozdzikowy z pakow 18 20
Amoksycylina (kontrola) 0 20

Szczep S. aureus ATCC 25923, jest bardziej wrazliwy na dziatanie olejkow
eterycznych niz E. coli ATCC 25922, co moze wynika¢ z odmiennej budowy $ciany
komorkowej. Zaréwno u S. aureus jak i E. coli najsilniejsze dziatanie
zaobserwowano w przypadku olejku gozdzikowego z pakoéw oraz lawendowego.
Zastosowanie metody mikrorozcienczen w bulionie umozliwilo wyznaczenie
minimalnego stezenia hamujacego wzrost mikroorganizméw testowych (MIC).
Odczyt gestosci optycznej hodowli bakterii polegat na ocenie spektrofotometrycznej
przy dtugosci fali 600 nm (ODeoo). Przy badaniu produktow trudno rozpuszczalnych
w wodzie (olejki), odczyt absorbancji mogt interferowaé wraz z niepelnym stopniem
rozproszenia. Dlatego dodatkowo zastosowano barwny indykator wzrostu
drobnoustrojow — resazuryng. Zwigzek ten, przy aktywnym metabolizmie
drobnoustrojow ulega zmianie z barwy niebieskiej (rezazuryna) na roézowsa
(rezorufina), podnosi tym samym czulo$¢ detekcji. Intensywno$¢ barwy jest
proporcjonalna do populacji danego drobnoustroju. W badaniach okreslono wysoka
aktywnos¢ olejku gozdzikowego wobec obu badanych szczepow z wartosciami MIC
4 % (vol/vol). Olejek lawendowy wykazywal stabsze dzialanie przeciwbakteryjne
warto$¢ MIC wynosity dla E. coli 8%, a S. aureus 16% (vol/vol). Wzrost S. aureus
byl hamowany réwniez przez olejek cedrowy i pichtowy, wartosci MIC
odpowiednio 8 i 32%.

Whioski: Uzyskane wyniki mozna podsumowaé nastepujaco: olejek gozdzikowy
z Dianthus L. wykazuje silniejsze wilasciwosci antybakteryjne w poroéwnaniu do
olejku lawendowego otrzymanego z Lavandula L., jednakze nie tak silne jak
w przypadku kontroli - antybiotyku amoksycyliny. Najwyzsza aktywnos¢
przeciwbakteryjna w przypadku obu szczepow wykazat olejek gozdzikowy (Oleum
Caryophyllorum). W przypadku S. aureus, aktywny okazal si¢ rowniez lejek
cedrowy i pichtowy. Uzyskane wyniki uzasadniaja, kontynuacje badan dotyczacych
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aktywno$ci innych olejkéw eterycznych wobec szczepow réznych gatunkow
bakterii.
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SEROTYPOWANIE MOLEKULARNE JAKO POTENCJALNE
NARZEDZIE W TYPOWANIU BAKTERII Z RODZAJU
AEROMONAS

M. KURZYLEWSKA, M. LABAN, K. DWORACZEK, A. TURSKA-
SZEWCZUK, UMCS, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra GenetyKi
i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Bakterie z rodzaju Aeromonas, znane glownie jako patogeny
oportunistyczne ryb hodowlanych, charakteryzuja si¢ znaczng heterogennoscia
struktur antygenowych i obejmuja blisko 100 serogrup uznanych i tymczasowych
[1,2]. Serotypowanie okreslajace rodzaj powierzchniowego antygenu O-swoistego
u bakterii Gram-ujemnych, wykonywane metoda aglutynacji z uzyciem
poliklonalnych surowic odporno$ciowych, jest obcigzone bledami wynikajacymi
z wlasciwo$ci niektérych szczepéw do autoaglutynacji oraz reakcji krzyzowych
zwiagzanych z obecno$cig dodatkowych antygendow [3]. Badaniem przysztosci staje
si¢ zatem serotypowanie molekularne oparte o dane z analizy bioinformatycznej in
silico klastrow gendéw dla biosyntezy antygenu O (OGC), ktore w potaczeniu
z poznang budowa strukturalng antygenow O jest obecnie metoda znajdujgca
zastosowanie w serotypowaniu pateczek jelitowych Escherichia coli i Salmonella
spp. [4]. Obecny stan wiedzy umozliwia powigzanie budowy antygendéw bakterii
Aeromonas z organizacja genetyczng regionow OGC warunkujacych ich syntezg
zaledwie dla kilku wariantow serotypow O. Techniki sekwencjonowania WGS
skorelowane z badaniami immunochemicznymi antygenow O swoistych szczepow
Aeromonas dla serogrup odpowiedzialnych za wywotanie zakazen zwierzat (w tym
ryb) i cztowieka umozliwig identyfikacje czynnikoéw etiologicznych oraz wlasciwy
dobér szczepow do immunoprofilaktyki zakazen pateczkami np., ryb hodowlanych.

Whprowadzenie: Bakterie z rodzaju Aeromonas to Gram-ujemne, fakultatywnie
beztlenowe, nie wytwarzajagce przetrwalnikow heterotroficzne pateczki, ktorych
powszechnym miejscem bytowania jest $rodowisko wodne [5]. Najlepiej zostaly
poznane jako patogeny zwierzat zmiennocieplnych w tym ryb, ptazéw i gadow, ale
takze statocieplnych oraz cztowieka, dla ktorego zrodlem zakazenia sa zwierzeta,
zywnos¢ lub zanieczyszczona woda [6]. Aeromonas sa gltéwnym czynnikiem
etiologicznym chorob bakteryjnych u karpi i pstragdw przyczyniajac si¢ do
znacznych strat ekonomicznych w polskich gospodarstwach rybackich [7]. Infekcje
paleczkami sa spowodowane zdolnos$ciag mikroorganizméw do produkcji wielu
czynnikéw wirulencji, m.in. zwigzanych z budowg powierzchniowych oston bakterii
Gram-ujemnych (tj. lipopolisacharyd, LPS), a takze toksyn 1 enzymow
wydzielanych na zewnatrz komorki [8]. W ogélnym schemacie budowy LPS mozna
wyrézni¢ trzy regiony: najbardziej konserwatywny strukturalnie lipid A,
oligosacharyd rdzeniowy oraz polisacharyd O-swoisty (fancuch O-swoisty, antygen
O, antygen somatyczny). Naturalng cechg bakterii jest heterogennos¢ czasteczek
LPS w btonie zewnetrznej [9]. W latach czterdziestych XX wieku, opisano pierwsze
antygeny O Escherichia coli i od tamtej pory réznice w ich budowie sa podstawa
immunotypowania szczepdw i charakterystyki mikroorganizméw pod wzgledem
epidemiologicznym [3]. Cz¢$¢ weglowodanowa lipopolisacharydu, najbardziej
eksponowana na zewnatrz komorki, wykazuje duze zréznicowanie sktadnikow

23



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

nawet pomiedzy szczepami danego gatunku, warunkujac ich swoisto$¢ serologiczna.
Jest ona determinowana m. in. rodzajem i sekwencja reszt cukrowych, forma
pierscienia (piranoza, furanoza), typem wiazan glikozydowych, jak rowniez liczba
i rodzajem nie cukrowych podstawnikoéw np. reszt O- i N-acetylowych,
formylowych, fosforanowych, aminokwaséw, glicerolu, kwasu mlekowego czy
pirogronowego [10,11]. Powyzsze modyfikacje wptywaja na ogromng r6znorodnosé
tancuchow O-swoistych bakterii. Dotychczas opisano 186 réznych antygendéw O dla
E. coli, 54 dla Salmonella enterica, 193 dla Vibrio cholerae i okoto 20 dla
Pseudomonas aeruginosa [12]. Szczepy Aeromonas na podstawie roznic w budowie
antygenu O zostaly w latach 80. XX wieku wstepnie sklasyfikowane do 44 serogrup,
przy uzyciu schematu NIH (National Institute of Health Japan), zaproponowanego
przez badaczy japonskich Sakazaki i Shimada. Ilo§¢ serogrup wzrosta w kolejnych
latach do 97, po uwzglednieniu tymczasowych serogrup z obszaru Europy [1,2],
a lista ciaggle nie jest zamknigta z uwagi na pojawiajace si¢ nowe warianty
O-antygendéw. Ich zmienno$¢ stanowi swoisty antygenowy ,odcisk palca” dla
bakterii, z drugiej strony jest przydatna do identyfikacji szczepéw wywotujacych
zakazenia ryb 1 do diagnostyki czynnikow etiologicznych chorob uktadu
pokarmowego u cztowieka [9]. Serotypowanie, w celu identyfikacji patogennych
szczepdw bakteryjnych jest nieocenione w badaniach epidemiologicznych,
poniewaz wiele serotypow O jest zwigzanych z okreslonymi zespotami
chorobowymi [3,9]. Powszechnie stosowana konwencjonalna metoda serotypowania
technikg aglutynacji z wykorzystaniem termicznie inaktywowanych antygenow
i surowic poliklonalnych jest obcigzona wadami. Po pierwsze produkcja
poliklonalych surowic odpornosciowych wymaga uzycia zwierzat doswiadczalnych
oraz jest czasochtonna i kosztochtonna. Po drugie interpretacja wynikdw moze by¢
utrudniona ze wzgledu na wihasciwos¢ niektdrych szczepdéw do autoaglutynacji
i / lub reaktywnosci krzyzowe antygenoéw [3]. Badaniem nowej generacji
w typowaniu mikroorganizméw bedzie serotypowanie molekularne oparte na
analizie danych uzyskanych z sekwencjonowania catych genomow (WGS) [13].
Wazna cechg antygendéw O bakterii, wyksztatcong w odpowiedzi na zmieniajace si¢
warunki srodowiska, jako cecha przystosowawcza, jest duza zmienno$¢ chemiczna
ich budowy, determinowana okreslonym zestawem genoéw [3], ktorych analiza
wymaga wdrozenia metod molekularnych. Taka mozliwo$¢ daje sekwencjonowanie
calych genomow (WGS), technika coraz czgéciej znajdujaca zastosowanie
w badaniach wigkszych regiondéw DNA, poznanie ktorych organizacji oraz
sekwencji nie jest mozliwe lub trudne z wykorzystaniem metod opartych na
hybrydyzacji czy amplifikacji pojedynczych genow. Co wigcej analiza sekwencji
nukleotydowej obszar6w DNA in silico umozliwia projektowanie narzedzi
bioinformatycznych do zastosowania w typowaniu mikroorganizmoéw. np.
multipleks PCR opracowany w celu wykrywania gendéw odpowiedzialnych za
synteze¢ 1 modyfikacje podjednostki O [14]. Serotypowanie molekularne oparte na
analizie klastra genow antygenu O (OGC) jest metodg z powodzeniem uzywang
w serotypowaniu Enterobacteriaceae, Samonella spp. i Shigella [4]. Geny
warunkujace syntezg¢ antygenu O s3 zazwyczaj zlokalizowane w jednym obszarze
genomu i znajduja si¢ migdzy konserwatywnymi genami metabolizmu
podstawowego tzw. houskeeping genes. U Aeromonas region OGC jest
zlokalizowany powyzej gendéw acrB i/lub oprM, a jego wielko$§¢ miesci sig
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w zakresie 15000 do 50000 pz oraz zawiera od 15-38 otwartych ramek odczytu
(ORF) [15]. Sa w nim zlokalizowane gltownie trzy grupy genow: geny
odpowiedzialne za biosyntezg prekursora nukleotydowego poszczegodlnych cukrow
wchodzacych w sklad powtarzajacej si¢ podjednostki antygenu O, geny dla
glikozylotransferaz (GT) oraz geny kodujace biatka zaangazowane w sktadanie
i translokacj¢ podjednostki O [3, 12,15]. Do tych ostatnich naleza geny zaliczane do
jednego z trzech mechanizmow: drogi Wzx/Wzy-zaleznej, drogi zaleznej od
transportera ABC oraz drogi syntazozaleznej [12,15,16], ktore wystepuja
w klasterze OGC danego szczepu w zaleznosci od tego z jakim rodzajem antygenu
mamy do czynienia. [16]. Droga Wzx/Wzy-zalezna bierze udziat w formowaniu
struktur heteropolisacharydowych, natomiast droga zalezna od transportera ABC
jest wykorzystywana w antygenach zbudowanych =z powtarzajacych sig
podjednostek tego samego cukru (tzw. homopolimeryczne antygeny O) [4, 12].
Najlepszym potencjalnym narz¢dziem — celem bioinformatycznym, ktory znajdzie
zastosowanie w serotypowaniu jest klaster gendw odpowiedzialny za Wzx/Wzy-
zalezny transport podjednostki O [3,12]. Uczestnicza tutaj trzy biatka: Wzx, Wzy
i Wzz. Geny wzx kodujg flipaze Wzx odpowiedzialng za translokacje podjednostek
cukrowych przez blong wewnetrzng do przestrzeni peryplazmatycznej. Biatka Wzx
charakteryzuja si¢ matym podobienstwem w sekwencji aminokwasow, dlatego tez
obecno$¢ gendw Wzx jest uwazana za cechg swoistg dla serotypéw. Zmiennosé
sekwencji genéw Wzx laczy si¢ z réznorodnos$cig struktur antygenu O, a geny wzx
mogg by¢ wykorzystywane jako markery genetyczne do ich rozrdzniania.
W licznych badaniach wykazano jednak, ze u E. coli flipaza Wzx jest swoista tylko
dla pierwszego cukru wchodzacego w sklad powtarzajacej si¢ podjednostki
O-swoistej. Przecza temu wyniki badan Honga i wsp., ktérzy wykazali, ze
u S. enterica z grup B, D2 i E, flipaza Wzx wykazuje znaczng swoisto$¢ do catej
powtarzajacej si¢ podjednostki O antygenu. Z kolei, biatko Wzy odpowiada za
polimeryzacj¢ podjednostek oligosacharydowych przylaczanych od konca
redukujacego rosngcego tancucha, natomiast jego dlugos¢ jest regulowana za
posrednictwem biatka Wzz. Wykazano, ze mutanty z defektem genu wzy
wytwarzajg LPS zbudowany z jednej podjednostki O-swoistej. [12]. Jak dotychczas
poznano sekwencje OGC dla 16 serotypow A. hydrofila O7, 09, 010, 013, O16,
018, 019, 023, 024, 025, 029, 030, 033,034. 035, 044 [4,15,17]. Na mozliwo$¢
wykorzystania réznic w szlaku Wzx/Wzy, mogacych sta¢ si¢ podstawa do
identyfikacji i klasyfikacji serotypow Aeromonas wskazuja badania Cao i wsp.,
ktorzy zbadali sekwencj¢ nukleotydowa OGC 14 izolatow tych bakterii. Badacze
zidentyfikowali geny wzx/wzy u przedstawicieli 8 serogrup (09, 016, 019, 024,
025, 029, 030 i 0O44), a u szesciu pozostatych (07, 010, O13, 023, 033 i 035)
geny wzm/wzt (drogi zaleznej od transportera ABC). Ustalili takze, ze homologia
genow Wzx wynosita 58,1%, a gendw wzy, wzm i wzt odpowiednio 69,3%; 61,7%
i 56,6%. Warto zwr6ci¢ uwage na to, ze réznice w wystepowaniu tych gendow sa
gléwnym celem w opracowywaniu narzedzi technik molekularnych stuzacych do
identyfikacji 1 klasyfikacji badanych szczepoéw do danej serogrupy. Uwaza sig, ze
glikozylotransferazy wystgpujace u izolatow nalezacych do tej samej grupy
homologicznej posiadaja podobne funkcje. Geny glikozylotransferaz wystepujace
u Aeromonas sa gtéwnie zwigzane z ORF 8 i 10 kodujacymi ramonozylotransferaze
i mannozylotransferaz¢ oraz z ORF 6, 7 i 11, ktoére sa homologiczne do
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O-acetylotrasferaz wykrywanych takze w genomach innych bakterii. Zhang i wsp.
w swoich badaniach z wykorzystaniem reakcji PCR wykazali, ze wystepowanie
ORF 6 i 7 moze by¢ specyficzne dla serogrupy O18 [4,17]. U Aeromonas
w przeciwienstwie do E. coli, Samonella spp. i Shigella spp. gen wecA, ktory jest
odpowiedzialny za syntez¢ antygenu O i translokacj¢ pierwszej reszty cukrowej
(GalNAc Iub GleNAc) znajduje si¢ w klastrze OGC, a nie tak jak u wymienionych
bakterii poza OGC [4,17]. Acetylacja reszt cukrowych antygenu O jest jedna
z najpowszechniejszych modyfikacji fancucha O-swoistego. Prowadzi ona do zmian
wlasciwos$ci antygenowych i zwicksza polimorfizm tancucha [17].

Podsumowujac, pierwszym krokiem w badaniach molekularnych jest izolacja
i sekwencjonowanie genomowego DNA, nastepnie na podstawie analizy in silico
projektowanie starterow specyficznych dla danego serotypu i opartych na
sekwencjach DNA genow wzx/wzy i wzm/wzt (oczekiwany produkt ma wielkos¢
151-217 pz). Kolejnym krokiem jest przeprowadzenie reakcji multipleks PCR,
ktorej produkty zostaja poddane hybrydyzacji z wykorzystaniem zaprojektowanych
sond molekularnych o dlugosci 18-25 pz. Nastgpnie przy pomocy narzedzi
bioinformatycznych nalezy okreslic sekwencje DNA genéw OGC wybranych
serotypow Aeromonas, ktore sa specyficzne dla danej serogrupy [15].

Whnioski: Wykazano, ze technikami nowej generacji, ktore mogg znalez¢é
zastosowanie w serotypowaniu bakterii z rodzaju Aeromonas sa testy molekularne,
bazujace na sekwencji klastra genéw biosyntezy antygenu O, ktora uzyskano
w wyniku sekwencjonowania WGS. Metody te sg szybsze, bardziej precyzyjne niz
dotychczas stosowane serotypowanie konwencjonalne. Wykorzystanie reakcji PCR
w celu amplifikacji specyficznych serotypowo regionow DNA wydaje si¢
najwlasciwsza metoda w celu prawidtowego przyporzadkowania serotypow.
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BADANIA TOKSYCZNOSCI IN VITRO -
FALSZYWIE DODATNIE WYNIKI TESTOW ZYWOTNOSCI
KOMOREK NA PRZYKLADZIE MEFEDRONU

O. WRONIKOWSKA'?, M. ZYKUBEK!, L. KURACH!, 'Uniwersytet
Medyczny w Lublinie, Samodzielna Pracownia Badan Behawioralnych, Katedra
i Zaktad Chemii Medycznej ul. Doktora Witolda Chodzki 4a 20-400 Lublin,
?Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Katedra i Zakltad Chemii Medycznej,
ul. Doktora Witolda Chodzki 4a, 20-400 Lublin.

Abstrakt: Niektore zwigzki chemiczne mogg zaburza¢ fizjologiczne procesy
komoérkowe, co mozna obserwowaé i mierzy¢é przy uzyciu szeregu testow
oceniajgcych aktywno$¢ metaboliczng komorek. W niniejszych badaniach
udowodniono, ze mefedron moze fatszowa¢ wyniki w dwoch testach zywotnosci
komorek — tescie MTT i teScie alamarBlue. Falszywie dodatnie wyniki
spowodowane byty reakcja mefedronu z odczynnikami wykorzystywanymi w ww.
testach, co zostalo potwierdzone spektroskopowo przez pomiar absorbancji.
Otrzymane wyniki sugeruja, ze podczas przeprowadzania testow zywotnosci
komorek, kluczowe jest sprawdzenie interakcji pomigdzy badanym zwiazkiem,
a substancjami wykorzystywanymi w uzytym teScie, oraz skorelowanie
otrzymanych wynikoéw z obserwacjg mikroskopowa.

Whprowadzenie: Cytotoksyczno$¢ badanej substancji okres$lana jest jako zdolno$é¢
do zahamowanie wzrostu i proliferacji komorek. Jej miarg jest stezenie hamujace,
IC50 (ang. inhibitory concentration), dla ktoérego przemiany metaboliczne lub
proliferacja zostaja zahamowane w 50% w poréwnaniu do komorek kontrolnych.
W prezentowanych badaniach wykorzystano test MTT oraz test alamarBlue. Test
MTT jest oparty na zdolno$ci zywych komorek do redukcji pomaranczowej soli
tetrazolowej (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) do
nierozpuszczalnego formazanu, bedacego ciemnoniebieskim produktem reakcji.
Test alamarBlue pozwala na ocen¢ aktywnosci zywych komorek i opiera si¢ na
przeksztalceniu niebieskiej resazuryny w rozowa resorufine. W przypadku obu
testow, poziom redukcji jest wprost proporcjonalny do aktywno$ci metabolicznej
zywych komorek — w przypadku $mierci komoérek nie dochodzi do zmiany barwy
[1]. Pomimo iz oba testy z powodzeniem wykorzystywane sa do oznaczen
cytotoksyczno$ci , dostgpne dane literaturowe sugeruja, ze w niektorych
przypadkach wyniki uzyskane przy uzyciu testu MTT i alamarBlue moge¢ nie
odzwierciedla¢ faktycznego stanu zywotnosci komorek, co z kolei moze prowadzi¢
do nieprawidtowosci w ocenie profilu toksykologicznego badanych zwigzkow, jak
réwniez do blednego oznaczenia wartosci IC50 [2]. W obliczu szerokiego
wykorzystywania wymienionych testow w badaniach toksycznosci zwigzkow (m.in.
psychoaktywnych), identyfikacja takich nieprawidtowosci jest kluczowa by uniknaé
btgdow w interpretacji wynikow. Dostepne dane literaturowe sugeruja, ze pochodne
katynonu (np. 3,4-ketechol-PV) wykazuja zdolno$¢ redukcji MTT [3]. W niniejszej
pracy, przedmiotem badan byt mefedron, psychoaktywny, syntetyczny zwigzek
rowniez bedacy pochodng katynonu. W prezentowanych badaniach wykazano, ze
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mefedron moze przyczynia¢ si¢ do uzyskania falszywie dodatnich wynikéw
zywotno$ci komorek, co z kolei sugeruje, ze wszystkie badania wykorzystujace
komédrkowe testy cytotoksycznosci powinny by¢ projektowane w taki sposéb, by
unikna¢ btgdnej interpretacji wynikow.

Czes$¢ eksperymentalna: W prezentowanych badaniach zostaty ocenione interakcje
mefedronu z odczynnikami wykorzystywanymi w testach MTT i alamarBlue,
a IC50 wyznaczone zostato przy uzyciu zmodyfikowanego testu.

Hodowla komorkowa: Komorki ludzkiej linii neuroblastoma SH-SYSY byly
hodowane z wykorzystaniem DMEM z 4,5 g/L glukozy i GlutaMAX™ oraz
wzbogacone 10% FBS (v/v), 1% NEAA (v/v), pirogronianem sodu (1 mM), 100
U/ml penicyling oraz 100 pg streptomycyng. Hodowle komoérkowe byty
utrzymywane w temperaturze 37°C przy wilgotnosci powietrza 95% i 5% CO,.
Pasaz byt wykonywany co 3 - 4 dni przy uzyciu 0,25% trypsyny/EDTA. 24 h przed
ekspozycja komdrek na badany zwiazek, zostaty one wysiane na ptytke 96-dotkowa
w gestosci 20000 komorek na dotek. Nastgpnie, komoérki poddane zostaty 24 h
ekspozycji na mefedron (0,3 — 5mM) oraz na H,O, dla uzyskania kontroli
pozytywnej.

Testy zywotno$ci komorek: AlamarBlue test byt przeprowadzony na dwa sposoby.
Pierwszy z nich zostal wykonany zgodnie z instrukcja producenta. Po 24 h
ekspozycji na mefedron, do kazdego dotka dodano 10 ul odczynnika AlamarBlue.
Nastepnie komérki byty inkubowane przez 4 h w 37°C, po czym dokonano pomiaru
fluorescencji (wbudzenie 560 nm, emisja 590 nm). W drugim sposobie, po 24 h
ekspozycji na mefedron, medium wraz z badanym zwigzkiem zostalo usuniete,
a kazdy dotek przeplukany zostal roztworem buforu fosforanowego soli
fizjologicznej (PBS). Nastgpnie dodano 150 pl medium bez FBS z 10% (v/v)
alamarBlue i komorki inkubowano analogicznie jak w sposobie pierwszym. Do
przeprowadzenia testu MTT, odczynnik MTT zostal przygotowany w stezeniu
5 mg/ml w PBS. Analogicznie dodano 10 pl odczynnika. Po 4 godzinnej inkubacji
roztwér zostal usunigty, a powstate krysztaly rozpuszczone w 100 ul DMSO.
Absorbancja zostata zmierzona przy dlugosci fali 562 nm i 620 nm. Wszystkie
pomiary wykonano w trzech niezaleznych eksperymentach.

Wizualna ocena zywotno$ci i $miertelnosci komoérek: Do oceny zmian morfologii
komorek oraz wykonania zdj¢¢ po 24 h ekspozycji na mefedron, wykorzystany
zostat analizator zywych komorek JuLIBr. Do potwierdzenia $mierci komoérek uzyto
zestawu do wykrywania nekrozy Annexin V-FITC. Po zakonczonej ekspozycji na
mefedron, postepowano zgodnie z instrukcja producenta. Oceny morfologii
komorek dokonano z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego fluorescencyjnego.

Whyniki: Wyniki testow toksycznosci mefedronu przeprowadzone na komoérkach
linii neuroblastoma SH-SY5Y wykazaly, ze wraz ze wzrostem badanego st¢zenia
mefedronu zaobserwowano znaczacy wzrost metabolizmu komdrkowego, co
powinno bezposrednio $wiadczy¢é o zywotnosci komorek. Jednakze, obserwacje
mikroskopowe nie byly spojne z wynikami uzyskami przy uzyciu wymienionych
testow zywotnosci komorek (Rys. 1). Pierwsze zmiany morfologiczne komodrek
zaobserwowano pod mikroskopem juz przy najnizszym testowanym Stgzeniu
mefedronu — 0,3 mM. W wyzszych testowanych stezeniach komorki byty martwe,
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co zostalo potwierdzone rdéwniez testem barwienia Annexin V-FITC (czerwona
fluorescencja komoérek nekrotycznych) (Rys.2)

Rys. 1. Komorki SH-SYS5Y po 24 h ekspozycji na mefedron (A) kontrola negatywna, (B) 0.3 mM,
(C) 0.6 mM, (D) 1.25 mM, (E) 2.5 mM, (F) 5 mM.

Czerwona fluorescencja
swiadczaca o émierci
komorek

Rys. 2. Komorki SH-SY5Y po 24 h ekspozycji na mefedron (A) kontrola negatywna, (B) 0.3 mM,
(C) 0.6 mM, (D) 1.25 mM, (E) 2.5 mM, (F) 5 mM. Czerwona fluorescencja $wiadczy o $mierci komorek.

Zaobserwowane fatszywie pozytywne wyniki mogly wynika¢ z reakcji mefedronu
z resazuryng (alamarBlue) i solg formazanu (MTT). By potwierdzi¢ ta hipoteze,
badanie przeprowadzono ponownie, tym razem bez uzycia komorek,
a wykorzystujac jedyne medium, badany zwigzek i stosowane odczynniki. Reakcja
zostata przeprowadzona w sposob analogiczny jak przeprowadzone wczesniej
badanie zywotnosci komorek — wykorzystano plytki 96-dotkowe oraz identyczne
warunki (37°C, 4 h inkubacji). Wybrano stezenie mefedronu 5 mM. Kazda
substancj¢ oddzielnie rozpuszczono w PBS, a czysty PBS, w tych samych
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objetosciach, wykorzystano jako kontrole. Otrzymane wyniki potwierdzily
podejrzewang hipoteze — mefedron spowodowat redukcje obu odczynnikow, co
zostalo wykazane przez pomiar absorbancji (Rys. 3)

— Alamar — MTT
AlamarBlueitimetedrion Mefedron + MIT+mefedron Mefedron +
AlamarBluee 77 MTT
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Rys. 3. Pomiary spektrofotometryczne odczynnikéw AlamarBlue i MTT przed i po reakcji
z mefedronem.

W celu uzyskania niezafatszowanych wynikow, badania przeprowadzono
z uwzglednieniem koniecznej zmiany w protokole. Po 24 h ekspozycji komdrek na
mefedron, zawarto$¢ dotkdow zostata przeplukana PBS oraz uzupelniona $§wiezym
medium z odczynnikiem alamarBlue. Dalsza czg$¢ procedury zostata
przeprowadzona analogicznie jak wczesniej. Wprowadzenie dodatkowego kroku
ptukania komoérek pozwolito na uzyskanie wynikow testu zywotnosci komorek
spojnych z obrazem mikroskopowym, co pozwolito na wyznaczenie prawidlowej
warto$ci IC50 mefedronu, ktora wynosita 1,3 mM.

Whioski: Niniejsze badania pokazuja, ze podczas przeprowadzania testOw
zywotnosci komorek, kluczowe jest sprawdzenie interakcji pomigdzy badanym
zwiazkiem, a substancjami wykorzystywanymi w uzytym te$cie. Ponadto, w celu
potwierdzenia wiarygodnosci wynikow, nalezy przeprowadzi¢ rowniez dodatkowy
test oparty na innym mechanizmie dzialania oraz skorelowa¢ otrzymane wyniki
z obserwacja mikroskopowa.
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FOTOTOKSYCZNOSC LEKOW W BADANIACH
PRZEDKLINICZNYCH IN VITRO

K. LEJWODA, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Katedra i Zaktad Chemii
Lekow, ul. K. Jaczewskiego 4, 20-090 Lublin, Uniwersytet Medyczny w Lublinie,
Szkota Doktorska, ul. Chodzki 7, 20-093 Lublin.

Abstrakt: O fototoksycznosci lekow mowimy, gdy dany lek w obecnosci
promieniowania UV-Vis wykazuje dziatanie toksyczne na organizm cztowieka.
Obecnie wszystkie nowe substancje lecznicze przed wprowadzeniem na rynek
muszg by¢ poddane testom oceniajacym ich potencjat fototoksyczny. Do tych badan
nalezg migdzy innymi badania in vitro, np. test wychwytu czerwieni obojetnej (3T3
NRU), testy wykrywajace reaktywne formy tlenu, test hemolizy erytrocytéw oraz
badania prowadzone na modelach sztucznej skory.

Wprowadzenie: Fototoksyczno$¢ substancji leczniczych polega na absorpcji
promieniowania UV-Vis przez czasteczke leku, a nastgpnie uwolnieniu tak
zmagazynowanej energii w sposob prowadzacy do niekorzystnych zmian
w naswietlanych komodrkach na skutek dziatania reaktywnych form tlenu (reactive
oxygen species, ROS). Moze si¢ to odbywaé poprzez rdézne mechanizmy, tj.
w reakcji fotochemicznej typu | transfer elektronu lub protonu prowadzi do
powstawania wolnych rodnikéw, natomiast w reakcji fotochemicznej typu II moze
powsta¢ wzbudzony tlen singletowy, ktory uczestniczy w oksydacji lipidéw blony
komoérkowej i biatek, badz tez indukuje uszkodzenia DNA. Fototoksycznos¢
dotyczy glownie lekéw stosowanych miejscowo, np. w masciach, kremach czy
kroplach do oczu, poniewaz powierzchnie skory i bton §luzowych sa bezposrednio
narazone na dzialanie $wiatla stonecznego. Do niedawna do badania
fototoksycznosci lekdw stosowano glownie testy z udziatem zwierzat. Jednak
w obliczu zasady 3R (Replacement, Reduction, Refinement) oraz rozwoju, jaki
dokonat si¢ w dziedzinie zwigzanej z metodami alternatywnymi, coraz czgsciej
zaczgto korzysta¢ z dostgpnych testow bazujacych na modelach in vitro.
Najwazniejszym testem in vitro do badania fototoksycznosci substancji leczniczych
jest test wychwytu czerwieni obojetnej (3T3 Neutral Red Uptake Phototoxicity Test;
3T3 NRU test). Test ten ma na celu oceng potencjatu fototoksycznego badanej
substancji, tzn. istnienia lub braku toksycznego dzialania tej substancji w potaczeniu
z ekspozycja na promieniowanie UV-Vis. Badanie fototoksycznosci 3T3 NRU
in vitro opracowano i zwalidowano w ramach wspolnego projektu EU/COLIPA
w latach 1992-1997, w celu ustanowienia alternatywy in vitro dla réznych
stosowanych badan in vivo [1]. Aktualnie stanowi na terenie Unii Europejskiej
obowigzkows metode badania dziatania fototoksycznego. Wedlug wytycznej OECD
101 przed przystgpieniem do badan biologicznych nalezy okresli¢ spektrum
absorpcji UV z zakresu widzialnego dla badanej substancji chemicznej. Jezeli
wspotczynnik molowej ekstykncji/absorbcji jest mniejszy niz 101.xmol-1xem™, to
dana substancja nie jest fotoreaktywna i nie ma potrzeby jej bada¢ testem 3T3 NRU
in vitro, ani zadnym innym testem biologicznym na szkodliwe dziatanie
fotochemiczne [2]. Test 3T3 NRU przeprowadza si¢ na mysich fibroblastach (Balb/c
3T3,) porownujac wyniki dziatania cytotoksycznego substancji poddanych
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promieniowaniu UVA/Vis do wynikéw dzialania cytotoksycznego substancji bez
udziatu tego promieniowania. Cytotoksyczno$¢ wyrazana jest jako zalezna od
stezenia redukcja wychwytu czerwieni oboj¢tnej (3-amino-7-dimetyloamino-
2-metylofenazyny chlorowodorku) 24 godziny po poddaniu dziataniu badanej
substancji chemicznej i napromienieniu [3]. Kultura komorek Balb/c 3T3 hodowana
jest przez 24 godziny w celu utworzenia monowarstw. Nastgpnie po dwie
96-komorowe plytki dla kazdego badanego leku sa poddawane inkubacji przez
1 godzing z 8 réoznymi stgzeniami badanej substancji (maksymalnie do 100 ug/ml).
Nastepnie jedng z dwoch plytek poddaje si¢ niecytotoksycznej dawce
promieniowania UVA/Vis réwnej 5 J/cm2 (UV+), natomiast druga ptytke trzyma si¢
w ciemni. (UV-). W obu ptytkach pozywke z badanym lekiem nalezy zastapic¢
pozywka do hodowli komoérek i inkubowaé je przez nastepne 24 godziny.
Zywotnos¢ komorek okresla sie metoda wychwytu czerwieni obojetnej (NRU) przez
3 godziny. Dla kazdego z o$miu badanych stezen okresla si¢ wzgledng zywotno$¢
komoérek, wyrazong w procentach nienarazonych préobek negatywnych kontroli.
W celu okreslenia fototoksyczno$ci nalezy pordéwna¢ odpowiedzi dla stgzen,
uzyskane dla probek napromienionych (UV+) i nie napromienionych (UV-),
zazwyczaj na poziomie EC50, tzn. stezenia hamujacego zywotno$¢ komorek o 50 %
w poréwnaniu do probek niepoddanych dziataniu. Uzyskane wyniki ocenia si¢ na
podstawie wartosci wspotczynnika fotodraznienia (PIF) i $redniego fotoefektu
(MPE). Badana substancja lecznicza wykazuje potencjat fototoksyczny, jesli PIF > 5
lub MPE > 0,1. Jezeli PIF < 5 lub MPE < 0,1, to badany lek nie jest fototoksyczny

[4].
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Rys.1. Ocena potencjatu fototoksycznego na podstawie PIF (wspotczynnika fotodraznienia).

Test wychwytu czerwieni oboje¢tnej nie jest przeznaczony do oceny innego
szkodliwego dziatania, jakie moze pojawi¢ si¢ w wyniku facznego dziatania leku
i S$wiatla  stonecznego, tj.  fotoalergii,  fotogenotoksycznosci, czy
fotokancerogennos$ci. Badanie nie wumozliwia takze oceny sity dzialania
fototoksycznego. Potencjalne dziatanie fotoalergizujace lub fotogenotoksyczne
mozna wstepnie oceni¢ poprzez testy wykrywajace reaktywne formy tlenu (ROS)
[3]. Dana substancja lecznicza jest fotoreaktywna, gdy wykazuje zdolno$¢ do
absorbcji fotonow promieniowania o odpowiedniej dtugosci fali. Moze to prowadzi¢
do uwalniania reaktywnych form tlenu, np. anionorodnika ponadtlenkowego lub
tlenu singletowego. Powoduja one uszkodzenia DNA oraz komoérek poprzez
faczenie si¢ z biatkami i lipidami bton komoérkowych. Stad tez oznaczenie ROS
w probkach lekow narazonych na promieniowanie UV moze by¢é pomocne we
wstepnym okresleniu potencjatu fototoksycznego danej substancji. Wykrywanie
tlenu singletowego mozna przeprowadzi¢ poprzez spektrofotometryczny pomiar
zmian absorbancji p-nitrozodiemtyloaniliny (RNO) przy dtugosci fali 440 nm. Tlen
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singletowy nie reaguje z RNO bezposrednio, lecz powoduje jej utlenienie na skutek
reakcji z imidazolem. Anionorodnik ponadltlenkowy moze by¢ wykrywany poprzez
kolorymetryczny pomiar redukcji zoltego bigkitu nitrotetrazoliowego (NBT) do
niebieskiego diformazanu przy dtugosci fali 560 nm [3, 5]. Wrazliwos¢ sktadnikow
bton komoérkowych na dzialanie ROS zostalo wykorzystane w tescie hemolizy
(fotohemolizy) erytrocytdéw, na podstawie ktorego mozna okresli¢ potencjat
fototoksyczny lekow. Czerwone krwinki sa poddawane inkubacji z badang
substancjg leczniczg i na§wietlane promieniowaniem UVA w dawce 20 J/cm? Po
naswietleniu sg inkubowane w ciemni o temperaturze pokojowej przez 2 h,
a nastepnie w temperaturze 37*C przez kolejng godzing. Uwolniong hemoglobing
oznacza si¢ w reakcji z odczynnikiem Drabkina (0,03% K3[Fe(CN)6], 0,1%
NaHCO, 0,005% KCN). Hemoglobina pod wptywem Zzelazicyjanku potasu ulega
utlenieniu do methemoglobiny. Methemoglobina w reakcji z cyjankiem potasu daje
trwaly zwigzek, zwany cyjanomethemoglobing. Zwigzek ten charakteryzuje sig¢
Czerwono-brunatng barwa, a jego maksimum absorbancji mierzy si¢ przy dtugosci
fali rownej A= 540. Aktywno$¢ fotohemolityczng oblicza si¢ przy pomocy rownania:

Fotohemoliza (%) = (A — B)/C x 100

A — gestos¢ optyczna roztworu badanego leku w obecnosci erytrocytow

B — gestos¢ optyczna roztworu badanego leku bez obecnosci erytrocytow

C — gestos¢ optyczna wszystkich erytrocytow poddanych hemolizie
Wyniki réwne 10% lub wigcej uznaje si¢ za znaczaca fotohemolizg [5, 6].
Jednym z najbardziej innowacyjnych badan in vitro wykorzystywanych w testach
fototoksycznosci sa badania na modelach sztucznej skory. Modele te w jak
najwickszym stopniu musza nasladowaé wiasciwosci skory. Naskorek stworzony
w warunkach in vitro zachowuje wszystkie funkcje ochronne, a profil lipidowy tych
modeli jest niemal identyczny z profilem w warunkach in vivo [7]. Jednym
z najbardziej wartoSciowych modeli substytutow skory stosowanych do oceny
dziatania fototoksycznego na skore roéznych substancji chemicznych, okazala si¢
metoda wykorzystujaca hodowle komorkowe i modele tkankowe: EpiSkin®.
EpiSkin® stanowi uproszczony model naskorka, poniewaz jego warstwa rogowa
jest grubsza i bardziej przepuszczalna w pordéwnaniu z naturalnym naskorkiem.
Przygotowanie modelu EpiSkin® polega na pokryciu dna naczynia hodowlanego
mieszaning liofilizowanych kolagenéw I i III, imitujacych skoérg¢ wiasciwa.
Nastepnie naktadany jest kolagen IV, ktory stanowi odpowiednik blony podstawnej
oraz wysiewa si¢ keratynocyty. Hodowle jest prowadzona az do uzyskania ciagtlej
warstwy komorek wypelniajacych dno naczynia. Wykazano, ze po ok. 7-10 dniach
otrzymuje si¢ wysoko zorganizowang struktur¢ imitujacg zywy naskorek,
zbudowany z kolagenu typu IV i VII, integryny, lamininy oraz hemidesmosomow.
Badania potwierdzily réwniez obecno$¢ w modelu EpiSkin®, takich samych
lipidéw, jak w naskoérku fizjologicznym (m.in. fosfolipidow, ceramidow,
glukosfingolipidow, cholesterolu), jednak ich skiad charakteryzuje si¢ wyzszg
zawartoscig dwu- 1 trojglicerydow oraz ceramidow [8]. Model EpiSkin® pozwala na
okreslenie wystgpowania fototoksycznosci w przypadku danego leku Iub jej braku.
W tym celu badany lek umieszcza si¢ w szeSciu probkach zrekonstruowanego
naskorka (wielkos¢ 0,5 cm?). Nastepnie, przygotowane w ten sposob hodowle
komorkowe s3 inkubowane w temperaturze 37°C przez 24 h, po czym trzy tkanki
poddawane sa dziataniu promieniowania UVA (6 J/cm?), a pozostale trzy sa
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przechowywane w ciemni w temperaturze pokojowej. Nastepnie badany lek jest
wymywany, a hodowle komoérkowe sa ponownie inkubowane przez 24 h
w temperaturze 37°C. Cata procedura pozwala na okreslenie zywotnosci i histologii
napromieniowanych i nienapromieniowanych tkanek [9].

Whioski: Przedstawione badania in vitro pozwalaja na ocen¢ potencjatu
fototoksycznego poprzez wykazanie zaleznosci pomig¢dzy lekiem, promieniowaniem
UV a skéra. Dzigki temu mozna wstgpnie oceni¢ toksyczno$¢ badanych substancji
leczniczych i czeSciowo zastapic testy wykonywane na zwierzetach i na ludziach.

Literatura:

1. H. Spielmann, M. Balls, J. Dupuis, Toxicology in Vitro, 12 (1998) 305.

2. OECD Test Guidelines Programme, ENV/MC/CHEM/TG(96)9: Final Report of the OECD Workshop
on Harmonisation of Validation and Acceptance Criteria of Alternative Toxicological Test Methods,
OECD Publications Office, Paris 1996.

3. S. Onoue, Y. Seto, G. Gandy, Current Drug Safety, 4 (2009) 123.

4. B. Peters, H.G. Holzhutter, Altern Lab Anim, 30 (2002) 415.

5. Kim K., Park H., Lim K.-M., Toxicol. Res., 31 (2015) 97.

6. C. Nam, S. An, E. Lee, Altern Lab Anim, 32 (2004) 693.

7. F. Netzlaff, C. Lehr, P. Wertz, European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 60 (2005)
167.
8. J. Medina, C. Elsaesser, V. Pictarles, In Vitro & Molecular Toxicology, 14 (2001) 157.
9. S. Gibbs, Skin Pharmacology and Physiology, 22 (2009) 103.

34



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

ROLA MODELU DANIO RERIO W BADANIACH
NAD SCHORZENIAMI OSRODKOWEGO UKEADU
NERWOWEGO

M. MACIAG"?, O. WRONIKOWSKA? A. ARCHALA', B. BUDZYNSKA?
YUniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Farmaceutyczny, Zaktad Biofarmacji,
Al. Ractawickie 1, Lublin 20-059, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat
Lekarski, Samodzielna Pracownia Badan Behawioralnych, Al. Raclawickie 1,
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Abstrakt: Danio rerio stanowi pomocne narzgdzie w badaniach potencjalnych
lekow oraz w badaniach genetycznych na wczesnym etapie badan przedklinicznych.
Wysoka ptodnosé, tatwe warunki hodowli, niskie koszty badan, a przy tym
ztozono$¢ modelu sprawiajg, ze stanowi on pomost pomi¢dzy tatwymi i optacalnymi
badaniami w warunkach in vitro, a znaczaco bardziej ztozonymi, niemniej jednak
duzo bardziej kosztownymi badaniami z wykorzystaniem gryzoni. Danio rerio jest
szeroko wykorzystywanym modelem do oceny procesow zachodzacych
w osrodkowym uktadzie nerwowym. Duza zgodno$¢ genetyczna, fizjologiczna,
a w szczegolnosci anatomiczna mozgu Danio rerio z ludzmi czyni model ten
szczegoblnie atrakcyjny w badaniach osrodkowego ukladu nerwowego. Celem pracy
jest omowienie modeli chronicznego stresu, zachowan lgkowych oraz interakcji
socjalnych z wykorzystaniem larwalnej postaci Danio rerio.

Whprowadzenie: Zrozumienie mechanizméw lezacych u podstaw fizjologicznych
oraz patologicznych proceséw zachodzacych w osrodkowym uktadzie nerwowym
wymaga coraz bardziej kompleksowego oraz szczegdlowego przeprowadzania
badan przedklinicznych. Badania in silico oraz in vitro stanowiag wydajne narzedzia
podczas wstepnych testow, jednak nie pozwalajg na ocen¢ ztozonych procesow
zachodzacych w Zywym organizmie. Zwierzgce modele doswiadczalne opierajace
si¢ na wykorzystaniu gryzoni sg z powodzeniem stosowane w badaniach stuzacych
do oceny procesow zachodzacych w osrodkowym uktadzie nerwowym. Jednak ze
wzgledu na wysokie koszty, czasochtonne oraz niskoprzepustowe metody sa coraz
czegSciej wypierane przez inne modele badawcze, w tym model danio pr¢gowanego
(Danio rerio, ang. zebrafish) [1,2]. Danio rerio jest szeroko wykorzystywanym
modelem do oceny procesow zachodzacych w osrodkowym uktadzie nerwowym.
Model Danio rerio zajmuje szczegdlng role podczas badan wymagajacych
modyfikacji genetycznych oraz podczas poszukiwania nowych kandydatéw na leki
w trakcie wstepnych badan przesiewowych [2]. Duza zgodno$¢ genetyczna,
fizjologiczna, a w szczegdlnosci anatomiczna mozgu Danio rerio z ludzmi czyni
model ten szczegodlnie atrakcyjny w badaniach osrodkowego uktadu nerwowego. Co
wiecej, ostatnie dowody wskazuja, ze model ten moze by¢ z powodzeniem
stosowany do oceny zmian zachodzacych w mozgu na poziomie molekularnym,
odzwierciedlajac zmiany zachodzace u innych gatunkéw [3]. Celem pracy jest
omowienie modeli chronicznego stresu, zachowan Igkowych oraz interakcji
socjalnych z wykorzystaniem larwalnej postaci Danio rerio. Testy te stuzg do badan
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nad mechanizmem opisanych choréb, a takze podczas poszukiwania nowych,
skuteczniejszych terapii wyzej wymienionych schorzen.

Model chronicznego stresu z wykorzystaniem larwalnej postaci Danio rerio
Dotychczas neuropsychiatryczne efekty przewleklego stresu byly oceniane gtownie
z wykorzystaniem mysich modeli chronicznego stresu. Badania te rozszerzono takze
na doroste osobniki Danio rerio, jednak coraz czg$ciej wprowadza si¢ modele, ktore
opieraja si¢ na embrionalnej oraz larwalnej postaci Danio rerio. Wykorzystanie
modelu Danio rerio pozwala na poznanie efektow behawioralnych oraz zmian
molekularnych w o$rodkowym ukladzie nerwowym a takze daje mozliwo$é
przeprowadzenia badan mozliwych nowych terapii zaburzen indukowanych stresem.
Chroniczny stres odgrywa szczegélna role w powstawaniu takich chordb jak
choroba Alzheimera, depresja, czy nawet schizofrenia. Dlatego tez, wprowadzono
liczne testy stuzace do jego oceny bazujac na najbardziej podstawowych,
ewolucyjne statych zachowaniach wszystkich zwierzat [4, 5]. Podczas oceny
poziomu stresu u larw Danio rerio postugujemy sie w duzej mierze testami
opierajacymi si¢ na tych samych mechanizmach, ktore sg wykorzystywane podczas
testOw z wykorzystaniem gryzoni, czy dorostych ryb Danio rerio. Zmniejszona
eksploracja, tigmotaksja, czyli przebywanie w poblizu $cian nowego miejsca oraz
znieruchomienie to tylko niektore z zachowan $wiadczacych o zwigkszonym
poziomie stresu. Ponadto odpowiedz larw na zmiany o$wietlenia pozwala ocenic¢
poziom stresu w odpowiedzi na naprzemienne fazy $wiatto-ciemnos$¢. Do oceny
tych parametrow stuza takie testy jak: test nowego zbiornika (ang. Novel tank test),
test otwartego pola (ang. Open field test) oraz test bazujacy na tendencji do
tworzenia spojnej tawicy (ang. Shoaling test) przez larwy [6, 7]. OdpowiedZ na
bodzce - stresory zewnetrzne jest obserwowana juz u tak mtodych osobnikéw jak
10-17-dniowe larwy Danio rerio. Do bodzcow powodujacych nasilenie stresu u larw
Danio rerio naleza:

1) stymulacja mechaniczna, poprzez uktucie larwy

2) turbulencje, poprzez wymiang medium, w ktérym znajduja si¢ larwy, a nastepnie
zwigkszone napowietrzanie powtarzane wielokrotnie

3) szok osmotyczny, poprzez narazenie larw na zwigkszone ci$nienie osmotyczne

4) spadek pH medium w ktorym znajdujg si¢ larwy

5) narazenie na zmiany o$wietlenia

Podczas oceny wptywu chronicznego stresu na rozwijajaca sie forme Danio rerio
mozna przeprowadzi¢ takze pomiary okreslajace rozmiar larw. Dane literaturowe
wskazuja, ze narazenie na przewlekly stres moze powodowaé ostabienie rozwoju
morfologicznego larw, a tym samym hamowac ich wzrost [6].

Model zachowan Igkowych z wykorzystaniem larwalnej postaci Danio rerio

Model Danio rerio posiada ugruntowang pozycj¢ w badaniach behawioralnych
oceniajacych poziom lgku. Badanie, podobnie jak w przypadku poziomu stresu,
opiera si¢ na zachowaniach tigmotaktycznych, ktore obserwowane sa juz
u 5-dniowych ryb. Najczesciej podczas testu larwy umieszcza si¢ wewnatrz dotka
ptytki wieodotkowej, a nastgpnie dokonuje si¢ pomiaru przebytego dystansu oraz
czasu spedzonego przez larwg w wewnetrznej arenie dotka. O przeciwlegkowym
efekcie (np. badanej substancji) $wiadczy zahamowanie tigmotaksji,
charakteryzujace si¢ wzrostem przebytego dystansu oraz czasu spgdzonego
w wewnetrznej arenie. W przypadku nasilenia leku, efekt jest przeciwny. Procedura
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badania moze zosta¢ wzbogacona o0 naprzemienne fazy o$wietlenia, ktore dziataja
jako bodziec stresowy na badane ryby [8]. W przypadku dorostych ryb Danio rerio
podczas oceny zachowan lgkowych wykorzystuje sie test otwartego pola, test
jasnego i ciemnego pola oraz test unikania drapieznika (ang. Predator avoidance) —
naturalnie wystgpujacego drapieznika — ryby Indian leaf [9, 10, 11].

Model interakcji socjalnych z wykorzystaniem larwalnej postaci Danio rerio

W tym konteks$cie model Danio rerio jest wykorzystywany do oceny interakcji
socjalnych lezacych u podstaw wielu procesow zwiazanych z m.in. lgkiem, depresja,
funkcjami poznawczymi, czy uzaleznieniem [12]. Wynika to przede wszystkim
z szerokiego wachlarzu behawioralnego przejawianego przez ryby Danio rerio,
a w szczegblnosci naturalnej sklonnosci do tworzenia spojnej tawicy [9]. Podczas
eksperymentdw ocenia si¢ czas, ktéry badane 21-dniowe larwy przebywaja
w poblizu komory z innymi larwami, w stosunku do czasu spgdzanego w poblizu
pustej komory. W ten sposob zostaje oceniony indeks preferencji socjalnej [13].
Charakterystyke wybranych testow behawioralnych z wykorzystaniem larwalnej
postaci Danio rerio przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Poréwnanie modeli chronicznego stresu, zachowan lgkowych oraz interakcji socjalnych
z wykorzystaniem larwalnej postaci Danio rerio.

TESTY BEHAWIORALNE
Obserwac'a MODEL ¢ MODEL
! CHRONICZNEGO MO?EI;(%)ItVC;ICC)IIVAN INTERAKCJI
STRESU SOCJALNYCH
T | welokoma 1011 | oo te T oo
larw dniowe larwy) larwy) (21 dniowe larwy)
o Bodziec o  Otwarte pole o Brak
mechaniczny o  Zmiany o$wietlenia
o  Turbulencje
Bodziec o  Szok osmotyczny
stresowy o  Spadek pH
o  Zmiany
oswietlenia
o  Zmniejszona o  Tigmotaksja o Indeks preferencji
eksploracja Pomiar przebytego socjalnej
o  Tigmotaksja, dystansu oraz czasu Czas, ktory badane
czyli przebywanie spedzonego larwy przebywaja
Oceniane w poblizu .éc_ian W wewngtrznej W_pobliz_u komor_y
parametry nowego miejsca arenie dotka z innymi larwami,
o  Znieruchomienie w stosunku do
o  Odleglos¢ miedzy czasu spedzanego
badanymi w poblizu pustej
osobnikami komory

Whioski: Danio rerio stanowi pomocne narzg¢dzie w badaniach potencjalnych
lekow oraz w badaniach behawioralnych na wczesnym etapie badan
przedklinicznych. Wysoka ptodnos¢, tatwe warunki hodowli, niskie koszty badan,
a przy tym zlozono$¢ modelu sprawiaja, ze stanowi on pomost pomi¢dzy tatwymi
i optacalnymi badaniami w warunkach in vitro, a znaczaco bardziej ztozonymi,
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niemniej jednak duzo bardziej kosztownymi badaniami z wykorzystaniem gryzoni.
W tym kontekscie, testy behawioralne opierajace si¢ na ocenie przewlektego stresu,
zachowan lekowych oraz interakcji socjalnych moga przyczynié¢ si¢ do wzbogacenia
badan nad patomechanizmem powstawania chordb osrodkowego nerwowego,
a takze przyczyni¢ si¢ do poszukiwania nowych kierunkow terapii tych schorzen.
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BADANIA STRUKTURY POCHODNYCH
1,2,4-TRIAZOLIN-5-TIONU W KONTEKSCIE INHIBITOROW
KINAZY TYROZYNOWEJ CKIT

A. BORZECKI', P. KOZYRA!, M. PITUCHA? 'Uniwersytet Medyczny
w Lublinie, Studenckie Kolo Samodzielnej Pracowni Radiofarmacji, Chodzki 4a,
20-093 Lublin, 2Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Samodzielna Pracownia
Radiofarmacji, Chodzki 4a, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Nowotwory stanowia jedna z gldwnych przyczyn zgondéw dzisiejszego
spoteczenstwa, dlatego poszukuje si¢ coraz to nowych lekéw. Chemia komputerowa
umozliwia zwigkszenie skutecznos$ci poszukiwania nowych chemioterapeutykow
poprzez badanie struktur i ich wzajemna korelacj¢ z aktywnoscia biologiczna.
Zbadalismy wplyw podstawnikow pochodnych 1,2,4-triazolu na energi¢ stabilizacji
form tautomerycznych, ADME oraz na aktywno$¢ biologiczng skierowang na
kinazy tyrozynowej CKly. Uzyskane wyniki pozwalaja na optymalizacje
i ukierunkowanie syntez, poprzez wskazanie ugrupowan, ktére sa kluczowe dla
mechanizmu dzialania w odniesieniu do potencjalnych inhibitorow kinazy
tyrozynowej CKl1y.

Wprowadzenie: Proces wprowadzania leku na rynek jest dlugotrwaty i kosztowny,
dlatego naukowcy coraz czgsciej korzystaja z metod chemii komputerowej tzw.
podejécia in silico. To znacznie ogranicza koszty i pozwala wybra¢ zwigzek
0 optymalnych parametrach fizykochemicznych. Optymalizacja wybranej struktury
umozliwia okreslenie oddziatywania z miejscem wigzacym receptora oraz poprawe
parametréw farmakokinetycznych. Badanie ilo$ciowej zaleznosci migdzy budowa
a aktywno$cig mozliwe jest na podstawie analizy QSAR (quantitative structure-
activity relationship). Pozwala ona na okreslenie wiasciwosci kluczowych dla
aktywno$ci biologicznej danego kandydata na lek [1]. Do opisu wtasciwosci
substancji leczniczej stosuje si¢ tzw. deskryptory, ktore charakteryzuja wazne dla
aktywnosci wlasciwosci. Hydrofobowos¢ zwiazku decyduje o zdolno$ci przenikania
przez blony biologiczne co ma ogromne znaczenie dla biodostgpnosci.
Wspotczynnik podziatu (LogPon) umozliwia pomiar hydrofobowosci catego
zwigzku, a ulamkowy wkiad réznych podstawnikéw w hydrofobowos¢ zwigzku
opisuje stata hydrofobowosci podstawnikow (m). Zazwyczaj korelacja pomiedzy
aktywno$cig danego zwigzku a wartosciami log P jest liniowa. Kolejnym waznym
parametrem sg efekty elektronowe, ktére odpowiadaja za jonizacje i polarnos¢ leku,
a tym samym wplywajg na jego przenikanie przez btony biologiczne oraz
oddziatywania z miejscem aktywnym. Stala Hammetta (o) opisuje
elektronodonorowe lub  elektronoakceptorowe  wlasciwosci  podstawnikow
znajdujacych si¢ w pierscieniu aromatycznym. Waznym deskryptorem topologiczna
powierzchnia polarna (TPSA), ktora okresla polarno$¢ zwiazku. Czynniki steryczne,
takie jak: objetos¢, rozmiar i ksztatt leku wptywaja na oddzialywania z miejscem
aktywnym. Steryczny czynnik Tafta (Es) umozliwia opis ilosciowego wplywu
podstawnikow za pomoca pomiaru stopnia hydrolizy w $rodowisku kwasnym.
Refrakcja molowa (MR) szacuje objegtos¢ zajmowang przez zwigzek w przestrzeni.
Podobnym parametrem jest steryczny parametr Verloopa obliczany komputerowo na
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podstawie warto$ci katow, dlugosci wigzan oraz mozliwych konformacji
podstawnikow. Sa to najwazniejsze whasciwoscei fizykochemiczne w analizie QSAR
[1,2]. W naszej pracy skupiliSmy si¢ na badaniach struktury pochodnych 1,2,
4-triazolin-5-tionu w konteks$cie inhibitorow kinazy tyrozynowej CK1ly. Triazole sg
obiecujgca grupa zwigzkow heterocyklicznych, ktére wykazuja szerokie spektrum
aktywnosci przeciwnowotworowej [10-13]. Jak wiadomo kinazy biatkowe cieszg si¢
ogromnym zainteresowaniem naukowcOw poszukujacych nowych substancji
leczniczych ze wzgledu na znaczacy wpltyw na procesy biologiczne komorki oraz
kluczowa rol¢ w patogenezie choréb nowotworowych. Kinazy kazeinowe (CK) sa
jednym z podstawowych elementow sieci regulatorowych i sygnalizacyjnych
opartych na fosforylacji biatlek w komorce eukariotycznej [3]. Udziat CKI
w regulacji naprawy DNA, transportu blonowego [4], modulacji $Sciezki Wnt /
B-kateniny i $ciezki hedgehog podczas rozwoju [5], celularmorfologii [6] oraz
regulacji rytmow okotodobowych [7,8] zostat potwierdzony i opisany w literaturze.
A najlepiej udokumentowana jest patologiczna rola CK2 w regulacji procesu
nowotworzenia [9]. Pitucha i wsp. zaprojektowali i zsyntetyzowali pochodne 1,2,
4-triazolu jak zwigzki o potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej [3].
Wykazali oni roéwniez obiecujaca inhibicyjng aktywnos$¢ pochodnych 1,2,
4-triazolin-5-tionu na kinazg tyrozynowa CK1y. Dlatego celem naszych badan byto
okreslenie podstawnikoéw warunkujacych pozadane wlasciwosci biologiczne.

Czes¢  eksperymentalna: Zwiazki wygenerowano za pomoca programu
Avogadrol.2 i wstgpnie zoptymalizowano polem sitowym MMFF94. Nastgpnie za
pomoca Orca 4.2.0 obliczono energi¢ Single Point Hartree-Fock dla obu form
tautomerycznych. Do  wyznaczenia  deskryptorbw  oraz  parametrOw
farmakologicznych zwiazkéw wykorzystano SwisSADME [2].

Whyniki: Celem niniejszej pracy byly badania strukturalne pochodnych
1,2,4-triazolin-5-tionu w kontek$cie ich aktywno$ci jako inhibitoréw kinazy
tyrozynowej CKly. Jak wykazano we wczesniejszych badaniach pochodne
1,2,4-triazolu po modyfikacji chemicznej moga stanowi¢ nowg klas¢ inhibitorow
kinazy biatkowej CK1y3 [3]. Do badan spektroskopowych wytypowano zwigzki
przedstawione w Tabeli 1. W zwiazku z mozliwo$ciag wystgpowania w pochodnych
1,2,4-triazolino-5-tionu tautomerii tiono-tiolowej zbadalismy stabilno$¢ dwdch form
tautomerycznych. Wyniki przedstawiono w Tabeli 2. WyznaczyliSmy réwniez
parametry MR, TPSA, Log Py oraz rozpuszczalno$¢ w odniesieniu do aktywnosci
ICsp. Wyniki przedstawiono w Tabeli.3.

Whioski: Biorac pod uwage zjawisko tautomerii tiono-tiolowej, preferowana jest
forma tionowa. Ponadto, obserwuje sie korelacje rozpuszczalnosci, ktora jest
bezposrednio powigzana, ze wspotczynnikiem podziatu wzgledem aktywnosci ICsp.
Najaktywniejszy zwigzek posiada grupe pirydylo-4-ylowa oraz 4-nitrofenylows.
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Tabela. 1. Struktury analizowanych pochodnych 1,2,4-triazolu.

Tabela.2. Wartosci energii dla form tautomerycznych.

Tabela. 3. Wartosci deskryptorow dla podanych zwiazkow.

R" R
N
N, =S
N
H
R R?
1 pirydyn-2-yl 4-NO,CgH4
2 pirydyn-3-yl 4-NO,C¢H,4
3 pirydyn-4-yl 4-NO,C¢H4
4 4'N02C3H4 n'CAHg
5 4-NO,C¢H4 4-NO,C¢H4
6 4-NO,CeH, 2-CICgH,

forma tionowa

forma tiolowa

1 -1316,0439 -1316,0258
2 -1316,0392 -1316,0203
3 -1316.0381 -1316,0199
4 -1226,729 -1226,7077
5 -1503,3574 -1503,3392
6 -1758,8306 -1758,8137

MR TPSA Log Rozp. ICs0 (UM)*

(A?) Pow (mol/1) CKly3

1 80,8 124,41 2,14 2,88E-05 3543

2 80,8 124,41 2 2,88E-05 514

3 80,8 124,41 2 6,50E-05 17616

4 102,39 111,52 3,87 1,05E-07 98+8

5 91,83 157,34 2,16 1,54E-06 11210

6 88,02 111,52 3,09 2,09E-06 55+4

*wyniki opisane w publikacji [3]
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OCENA AKTYWNOSCI ANTYOKSYDACYJNEJ WODNYCH
FRAKCJI IZOLOWANYCH Z OWOCNIKOW BOROWIKA
SZLACHETNEGO, KOZLARZA CZERWONEGO, MASLAKA
SITARZA ORAZ PODGRZYBKA BRUNATNEGO

A. SKROK!, K. WLIZLO", R. PADUCH? M. SIWULSKI®, K. PROCHNIAK',
A. WIATER?, 'UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Mikrobiologii
Przemystowej i Srodowiskowej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, 2UMCS,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Wirusologii i Immunologii,
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, UPP, Wydziat Ogrodnictwa i Architektury
Krajobrazu, Katedra Warzywnictwa, ul. Dabrowskiego 159, 60-594 Poznan.

Abstrakt: W pracy badano mozliwo$¢ wykorzystania wodnych frakcji izolowanych
z owocnikow, jadalnych grzybow lesnych (tj. borowika szlachetnego, kozlarza
czerwonego, maslaka sitarza i podgrzybka brunatnego), jako Zrodia substancji
o aktywnos$ciach antyoksydacyjnych. Analizy strukturalne otrzymanych preparatow
wykazaly zawarto§¢ duzych ilosci B-glukandéw, jako gléwnego sktadnika
polisacharydowego. Obecnos$¢ tych polimeréw w ekstraktach, przetozyta si¢ na ich
wysoka aktywnos¢ antyoksydacyjna okreslona poprzez pomiar zmiatania wolnych
rodnikow DPPH i redukcji jonow zelaza Fe**. Wérod badanych ekstraktow
szczegblnie aktywny okazala si¢ preparat z borowika szlachetnego i podgrzybka
brunatnego.

Wprowadzenie: Grzyby sa niezwykle roznorodng grupa organizméw liczaca okoto
140 000 opisanych gatunkow. Majg ogromne znaczenie pod wzglgdem ich
wlasciwosci odzywczych i leczniczych, poniewaz stanowia bogate zrodto wielu
substancji pokarmowych i zwigzkéw bioaktywnych. Skladniki bioaktywne
odpowiadaja m.in. za wlasciwosci  psychodeliczne, przeciwutleniajace,
antybakteryjne, antywirusowe, przeciwzapalne, przeciwcukrzycowe,
przeciwalergiczne, immunomodulujace i przeciwnowotworowe. Antyoksydanty to
grupa zwiazkow chemicznych, ktora ze wzgledu na swoje wilasciwosci odgrywa
istotng rolg w diecie cztowieka. Sa one wazne, poniewaz dzigki swoim
mechanizmom redukuja ilo$¢ tworzacych si¢ w organizmie wolnych rodnikow,
odpowiadajacych za wystgpowanie réoznych chordb. Dziatanie tych zwiazkow opiera
si¢ na oddawaniu elektronéw wolnym rodnikom, nim zostang one pobrane od innej
czasteczki, np.: DNA, lipidu czy enzymu [1]. W grupie antyoksydantow, szczegdlne
miejsce zajmujg polisacharydy, a zwlaszcza B-glukany, izolowane z owocnikéw
grzybow jadalnych. Mechanizmy ich dziatania opieraja si¢ gtownie na zmiataniu
wolnych rodnikéw, hamowaniu procesow peroksydacji lipidéw, chelatowaniu
jonéw oraz zwigkszaniu aktywno$ci enzymow SOD, CAT i GP. Szczeg6lnie duza
zdolno$cig wychwytywania wolnych rodnikow cechujg si¢ (1-6)-p-D-glukany, ktore
oddzialywuja na HOe i O, . Zdolnos¢ czasteczek polisacharydu do usuwania
wolnych rodnikow moze by¢ warunkowana obecnos$cia wodoru w rdzennych
podjednostkach polisacharydowych polimeru i rodzajem ich wigzania w bocznych
rozgatgzieniach  gléwnego  tancucha. Ponadto  zwigkszona  aktywnos$¢
antyoksydacyjna B-glukanow moze by¢ rowniez spowodowana latwiejszym
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usuni¢gciem anomerycznego wodoru z wewnetrznej jednostki monosacharydowej niz
z konca redukujacego. Cechy te skutkuja zastosowaniem polisacharydow
grzybowych (w tym B-glukanéw) w produkcji lekow i suplementéw o dziataniu
antyoksydacyjnym. Opieraja si¢ one na hamowaniu reakcji peroksydacji lipidow,
rozwoju choréb 1 nowotworéw uktadu pokarmowego, zapalenia jelit czy
powstawaniu wrzodow. Ekstrakty uzyskane z grzybow odznaczaja si¢ duza
stabilnoscig i wysokim potencjatem przeciwutleniajacym [2]. Celem pracy byla
ekstrakcja i wstepna charakterystyka strukturalna, rozpuszczalnych w wodzie
frakcji, otrzymanych z owocnikéw borowika szlachetnego, koZlarza czerwonego,
maslaka sitarza i podgrzybka brunatnego, oraz ocena ich zdolno$ci do wygaszania
wolnych rodnikéw tlenowych (DPPH) oraz redukcji jonow zelaza Fe** (FRAP).

Cze$é eksperymentalna: Do badan wykorzystano owocniki borowika szlachetnego
(Boletus edulis), kozlarza czerwonego (Leccinum aurantiacum), maslaka sitarza
(Suillus bovinus) oraz podgrzybka brunatnego (Imleria badia) zebrane w 2018 roku
z naturalnych siedlisk lesnych w okolicach Poznania. Wyizolowane i wysuszone
wodne ekstrakty [3] badanych owocnikéw poddano analizom strukturalnym,
tj. okreslono ich sktad, profil mas czasteczkowych sktadnika cukrowego oraz jego
sktad monosacharydowy. Ponadto, przy uzyciu barwnika Fluorescence Brighter 28
potwierdzono obecno$¢ B-glukanow w badanych ekstraktach. Potencjat
antyoksydacyjny otrzymanych frakcji okreslono w oparciu
0 badanie stopnia redukcji wolnego rodnika DPPH (ang. 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical) oraz oznaczanie zdolno$ci redukowania jonow zelaza
(FRAP, ang. Ferric lon Reducing Antioxidant Parameter) [4]. Wyniki
przedstawiono  jako  wartoSci  Srednie  +  odchylenia  standardowe
z trzech eksperymentow. Analiz¢ wykonano przy uzyciu testu ANOVA
z nastepowym testem Dunnetta. Roznice na poziomie p<0,05 oznaczano jako
statystycznie istotne.

Wyniki: Z owocnikow czterech jadalnych grzybow lesnych, tj. borowika
szlachetnego, kozlarza czerwonego, maslaka sitarza oraz podgrzybka brunatnego
wyekstrahowano wodne frakcje Scianowe. W otrzymanych ekstraktach oznaczono
zawartos¢ weglowodanow oraz biatka. Wykazano, ze badane ekstrakty sktadaja si¢
glownie z weglowodanow (21-54%), a ilo$¢ zawartego w nich biatka jest niewielka
(2,8-4,7%). W wyniku rozdziatu chromatograficznego HPLC na kolumnie REZEX
PolySep™-SEC GFC-P 5000 otrzymano profile polisacharydow zawartych
w badanych ekstraktach. Stwierdzono, ze w przypadku preparatow otrzymanych
z owocnikow kozlarza czerwonego i ma$laka sitarza przewazajg polimery o masie
czgsteczkowej rzedu 2000 kDa, natomiast we frakcjach otrzymanych z owocnikow
borowika szlachetnego i podgrzybka brunatnego dominujg biopolimery cukrowe
0 masie czgsteczkowej wynoszgcej okoto 60 Da. Analiza sktadu cukrowego (analiza
HPLC z wykorzystaniem kolumny REZEX RCM-Monosaccharide Pb*),
polisacharydow obecnych w badanych ekstraktach grzybowych, wykazata obecnoé¢
pieciu monosacharydow, tj. glukozy, trehalozy, ksylozy, galaktozy oraz mannozy.
Przewazajacym iloSciowo skladnikiem cukrowym byta glukoza, ktorej ilosé
w zalezno$ci od gatunku grzyba wahata si¢ od 61 do blisko 73%, co $wiadczy
0 obecnosci w analizowanych ekstraktach glukanéw jako gtéwnych sktadnikow
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czesci cukrowej. Na podstawie barwienia osadéw polisacharydowych, specyficznym
pod wzglgdem wigzan B-glikozydowych, barwnikiem  fluorescencyjnym
Fluorescence Brighter 28, stwierdzono obecno$¢ B-glukanéw w badanych
ekstraktach (Rys. 1). Obszar luminescencji barwnika byt skorelowany z zawarto$cig
glukozy w poszczegbdlnych frakcjach. W przypadku borowika szlachetnego
i koZlarza czerwonego obszar ten byt wickszy, podobnie jak ilo$¢ glukozy zawartej
w polisacharydach $cianowych izolowanych z tych grzybow, niz w ekstraktach
otrzymanych z owocnikow podgrzybka brunatnego i maslaka sitarza.

Rys. 1. Wybarwione, przy uzyciu barwnika Fluorescence Brighter 28, osady polisacharydow
$cianowych otrzymanych z owocnikéw borowika szlachetnego (A), kozlarza czerwonego (B),
maslaka sitarza (C) oraz podgrzybka brunatnego (D).

Badane ckstrakty, zawierajace w swoim sktadzie B-glukany, posiadaty zdolno$é
zmiatania wolnych rodnikow DPPH i redukcji jonow zelaza Fe** (Rys. 2). Sposrod
analizowanych preparatow najwigksza aktywno$¢ redukcji rodnika DPPH,
wykazywat ekstrakt wyizolowany z owocnikow podgrzybka brunatnego (20,13%
przy stezeniu preparatu 2 mg/ml). Natomiast najwigkszg aktywno$¢ redukcji jonéw
zelaza, posiadal preparat pochodzacy z owocnikéw borowika szlachetnego (83,8%
przy stezeniu ekstraktu 2 mg/ml).
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Rys. 2. Wptyw wodnych ekstraktow izolowanych z owocnikéw borowika szlachetnego (Boletus edulis),
kozlarza czerwonego (Leccinum aurantiacum), maslaka sitarza (Suillus bovinus) oraz podgrzybka
brunatnego (Imleria badia) na zmiatanie wolnych rodnikéw (DPPH) oraz redukcji jonow zelaza,

w stosunku do kontroli (0% redukcji).

Whioski: W podsumowaniu nalezy podkresli¢, ze wszystkie analizowane ekstrakty
zawieraly B-glukany jako sktadnik polisacharydowy, co zapewne wplywato na ich
aktywno$¢ antyoksydacyjng. Najlepsze wlasciwosci antyoksydacyjne, oznaczone
metodg DPPH, posiadat ekstrakt otrzymany z owocnikéw podgrzybka brunatnego.
Z kolei zdolnosciag najwickszej redukcji jonow zelaza, cechowal si¢ ekstrakt
pochodzacy z owocnikdéw borowika szlachetnego. Najnizszag aktywnoscia
antyoksydacyjna w obu metodach charakteryzowat si¢ ekstrakt z kozlarza
czerwonego.
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O. KOSZEA', P. STEPNICKI', P. SOLEK? A. ARCHALA® A. ZIEBA',
A.A. KACZOR! 'Katedra i Zaktad Syntezy i Technologii Chemicznej Srodkéw
Leczniczych z Pracowniag Modelowania Komputerowego, Wydziat Farmaceutyczny,
Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Doktora Witolda Chodzki 4A, 20-093 Lublin,
’Katedra  Biotechnologii, Instytut Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet
Rzeszowski, ul. Pigonia 1, 35-310 Rzeszow, °Zaklad Biofarmacji, Wydziat
Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Doktora Witolda Chodzki 4A,
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Abstrakt: Choroby neurodegeneracyjne takie jak choroba Alzhaimera czy
Parkinsona zwiazane s3 ze $miercia komodrek nerwowych na skutek agregacji
nieprawidtowo sfaldowanych biatek. Takie biatka powoduja powstawanie ciat
inkluzyjnych, a ich akumulacja w konsekwencji wywoluje neurotoksycznos¢.
Neurony, reagujac na te zdarzenia, wykorzystuja mechanizm molekularny biatek
opiekunczych, ktory utatwia prawidtowe faldowanie biatek, degradacje biatek Zle
sfaldowanych oraz zapobiegajacy ich agregacji. Molekularne szlaki komorkowe
regulujace te procesy mogg staé si¢ interesujacym celem w terapii zaburzen
neurodegeneracyjnych.

Wprowadzenie: Molekularne biatka opiekuncze (ang. chaperones) to biatka
odpowiedzialne za prawidtowe faldowanie i przemieszczanie si¢ innych biatek, jak
réwniez odpowiedzialne za wspieranie procesow komoérkowych oraz chronigce je
przed dziataniem czynnikow stresogennych. Zdolnos¢ tych biatek do zapobiegania
przed niepozadanymi stanami w komorce doprowadzita do nazwania ich biatkami
opiekunczymi. Ponadto, w odpowiedzi na szok cieplny dochodzi do wzrostu
ekspresji chaperondw, stad ich oznaczenie jako biatka szoku cieplnego (Hsp) [1,2].
Dostepne dane literaturowe wskazujg na pig¢ gldwnych klas biatek opiekunczych
pogrupowanych pod wzgledem ich mas czasteczkowych do ktorych zaliczamy:
Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100 oraz niskoczasteczkowe biatka opiekuncze - sHsp
[2]. Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze molekularny mechanizm biatek szoku
cieplnego bierze zasadniczy udzial w funkcjach neuroprotekcyjnych [3]. Badania
przedstawiaja zalezno$¢ pomiedzy aktywacja bialek szoku cieplnego, a regulacja
nieprawidtowego fatdowania bialek zaangazowanych w choroby
neurodegeneracyjne [4]. Szereg zaburzen neurodegeneracyjnych charakteryzuje si¢
zmianami konformacyjnymi w biatkach, ktore prowadza do ich nieprawidlowego
fatdowania a w konsekwencji agregacji f-amyloidu w postaci blaszek starczych oraz
agregacji biatka tau w postaci splatkdow neurofibrylarnych. Molekularne biatka
opiekuncze stanowig pierwsza lini¢ obrony i naleza do najsilniejszych supresorow
neurodegeneracji, chronigc przed nieprawidlowym fatdowaniem biatek oraz ich
agregacja [5]. Jednym z biatek opiekunczych jest biatko Hsp60, ktore jest niezbgdne
do prawidlowego faldowania bialek mitochondrialnych. Ponadto, pelni funkcje
przezyciowg jak i regulujacg funkcje $mierci w zaleznosci od czastek z ktorymi
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oddziatuyje oraz rodzaju komoérek [6,7]. Rola Hsp60 w chorobach
neurodegeneracyjnych nie jest do konca poznana. Jednakze, dane literaturowe
wskazuja na udzial biatka Hsp60 gtownie w chorobie Alzhaimera [8].
Zewnatrzkomorkowe uwalnianie  Hsp60 zwicksza produkcje  czynnikow
prozapalnych poprzez wiazanie si¢ z receptorem TLR-4 oraz kieruje neurony na
droge $mierci komorkowej, dlatego hamowanie ekspresji Hsp60 odgrywa istotna
role w mechanizmie ochrony komoérek nerwowych [8,9]. Kolejng klasg biatek
biorgcych udziat w mechanizmie neuroprotekcji sg biatka Hsp70 [10]. Oprocz
ochronnej roli w odpowiedzi na warunki stresowe, biatka biora udzial w innych
procesach komorkowych, takich jak translacja, translokacja przez blony oraz
apoptoza [11]. Dotychczasowe badania wykazaly, ze wzrost ekspresji Hsp70 hamujg
agregacj¢ beta-amyloidu oraz powoduje jego degradacje w wyniku aktywacji
odpowiednich enzyméw. Co wiecej, dane literaturowe potwierdzaja, ze Hsp70
powoduje wigzanie bialka tau z mikrotubulami co przyczynia si¢ do zablokowania
jego agregacji. Opisano rowniez znaczacy udzial Hsp70 w szlaku $mierci
komorkowej — apoptozy. Potgczenie Hsp70 z kaspaza Apaf-1 zapobiega
oligomeryzacji i asocjacji Apaf-1 z prokaspazg-9, powodujgc hamowanie $mierci
neuronéw [11,12]. Kolejnym waznym biatkiem opiekunczym, odgrywajacym
kluczows role w neuroprotekcji jest Hsp90. Jest on znaczgcym, molekularnym
biatkiem zaleznym od ATP, ktory oddzialuje z wieloma wspotopiekunami. Bierze
ono udziat nie tylko w prawidlowym faldowaniu bialek a takze odpowiada ze ich
prawidlowe dojrzewanie, aktywacje¢ oraz degradacje. Inhibicja Hsp90 prowadzi do
wzbudzenia produkcji Hsp70 oraz innych bialek opiekunczych, ktéore powoduja
dezagregacje¢ biatek. W ukladzie nerwowym, zewnatrzkomorkowy Hsp90, powoduje
fagocytoze mikrogleju, co prowadzi do degradacji p-amyloidu poprzez aktywacje
TLR-4 [9,13]. Molekularne biatka opiekuncze do ktorych nalezy rodzina matych
biatek szoku cieplnego (SHsp), rowniez odgrywaja kluczowa role ochronng
w odpowiedzi na stres. W pordwnaniu z innymi systemami opiekunczymi, ktorych
dziatanie jest zalezne od ATP, sHsp nie sa zdolne do dalszego przetwarzania
zwigzanych biatek. Jednakze, sHsp maja duza pojemnos¢ wigzania i tacza sig
wydajnie z innymi bialkami, w ten sposob skutecznie zapobiegajac procesom
agregacji. sHsp stanowiag gltéwny skltadnik komoérkowy hamujacy oraz regulujacy
agregacj¢ biatek jednocze$nie powodujac usprawnienie procesow dezagregacji
w wyniku stresu komorkowego [14].

bialka opiekuncze
/ )
‘ .. stres komorkowy
S———— S———
bialka natywne @

agregacja

zle sfaldowane hiallj\\—J
—
VJ'

neuroprotekcyjnego dziatania biatek opiekunczych.

Rys.1.Schemat
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Podsumowujac, biatka opiekuncze sg kluczowymi i podstawowymi czynnikami
ochronnymi zaangazowanymi w wiele szlakow komoérkowych zwigzanych
z chorobami neurodegeneracyjnymi. Doktadne poznanie mechanizmow
molekularnych biatek opiekunczych zaangazowanych w funkcje neuroprotekcyjne,
moze  doprowadzi¢ do  opracowania  skutecznej  terapii  zaburzen
neurodegeneracyjnych, ktére sa zwigzane z nieprawidlowym fatdowaniem
i agregacja biatek.
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WEASCIWOSCI STRUKTURALNE | FARMAKOLOGICZNE
NOWYCH ZWIAZKOW O DZIALANIU
PRZECIWPSYCHOTYCZNYM

P. STEPNICKI', O. KOSZLA', A. ARCHALA? A. ZIEBA', AA. KACZOR',
YUniwersytet Medyczny w Lublinie, Katedra i Zaktad Syntezy i Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych z Pracownia Modelowania Komputerowego,
Wydzial Farmaceutyczny, Doktora Witolda Chodzki 4A, 20-093 Lublin,
?Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Zaktad Biofarmacji, Wydziat Farmaceutyczny,
Doktora Witolda Chodzki 4A, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Leczenie schizofrenii opiera si¢ na redukowaniu jej objawow za pomoca
lekow przeciwpsychotycznych. Ze wzgledu na zlozono$é choroby i zaangazowanie
w jej rozwdj wielu neuroprzekaznikdw, obecnie poszukuje si¢ lekow
wielocelowych, ktore dziataja jednoczesnie na kilka receptorow i dzigki temu sa
skuteczniejsze od lekéw selektywnych. Na przestrzeni ostatnich lat pojawia si¢
coraz wigcej doniesien na temat nowych zwigzkdéw przeciwpsychotycznych,
dziatajacych za posrednictwem receptorow sprzezonych z biatkiem G.

Wprowadzenie: Leki o dziataniu przeciwpsychotycznym stosowane sg gltownie
w leczeniu schizofrenii, ktéra charakteryzowana jest jako zespdét zaburzen
psychicznych i ktora wedlug szacunkow dotyczy $rednio co setnej osoby [1].
Przyczyny i mechanizm powstawania choroby nadal nie sa wystarczajagco poznane,
wiadomo jednak, ze zmiany w osrodkowym uktadzie nerwowym wywotane chorobg
dotycza przede wszystkim neuroprzekaznictwa dopaminergicznego,
glutaminergicznego 1 serotoninergicznego. Z uwagi na powyzsze, leczenie
schizofrenii polega na redukcji objawow, wsrod ktorych wyrdznia si¢ objawy
pozytywne, takie jak halucynacje czy omamy, negatywne, np. wycofanie spoteczne,
ostabienie motywacji, anhedonia, oraz kognitywne, zwigzane z zaburzeniami
pamigci i koncentracji. Obecnie dostepne i stosowane w leczeniu schizofrenii leki na
og6l wykazuja dobra skuteczno$¢ w mitygowaniu objawdw pozytywnych, lecz
objawy kognitywne i negatywne czgsto sa oporne na leczenie dostgpnymi
neuroleptykami, co sktania do poszukiwan nowych lekow, ktére bgda w stanie
niwelowaé wszystkie grupy objawow. Leki przeciwpsychotyczne mozna podzieli¢
na trzy grupy wedlug ich profilu receptorowego. Leki pierwszej generacji sa
antagonistami receptora dopaminowego D,, leki drugiej generacji wykazuja stabsze
powinowactwo do tego receptora, a wysokie do receptora serotoninowego 5-HTa,
natomiast mechanizmem dziatania neuroleptykow trzeciej generacji jest gtownie
cze$ciowy lub stronniczy agonizm w stosunku do receptoréw 5-HT 4 i Do, Wplyw
na roézne grupy receptoroOw oraz zmniejszone powinowactwo do receptora
dopaminowego D, powoduje, ze leki nowszych generacji sa skuteczniejsze
w leczeniu wszystkich typow objawow oraz wywotuja mniej dzialan niepozadanych
wynikajacych z blokady receptora D,, gtéwnie objawow parkinsonowskich, ktore sa
charakterystyczne dla lekow pierwszej generacji. Obecnie w chemii medycznej
i procesie projektowania lekow przewaza koncepcja lekow wielocelowych, ktora
polega na opracowaniu czasteczki wykazujacej powinowactwo jednocze$nie do
wielu celow molekularnych zaangazowanych w rozwdj danej choroby. Jest to
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istotne w schorzeniach o ztozonym patomechanizmie, gdyz pozwala na stosowanie
jednego leku zamiast kilku lekow dziatajacych selektywnie na jeden cel, dzieki
czemu unika si¢ interakcji migdzy lekami, a takze zmniejszone jest ryzyko
wystapienia dziatan niepozadanych [2,3]. W ostatnich latach réwniez
w poszukiwaniu nowych lekéw przeciwpsychotycznych do leczenia schizofrenii
naukowcy koncentruja si¢ na czasteczkach wielocelowych, dziatajacych na rézne
receptory GPCR, gtéownie dopaminowe i serotoninowe. Ponizej przedstawiono
przyktady takich zwiazkow chemicznych. Kaczor i in. w 2016 r. wykonali wirtualny
skrining w oparciu 0 model homologiczny receptora dopaminowego D,, w wyniku
ktérego zidentyfikowano ligandy tego receptora [4]. Sposrdd nich najbardziej
aktywne zwiazki (1, 2, 3, 4 na rys. 1) poddano szczegdétowej charakterystyce
strukturalnej i farmakologicznej [5-7]. Zwiazki 1 i 4 posiadaja uktad piperydyny,
natomiast zwiazek 3 uklad piperazyny, ktorych aminowy atom azotu oddzialuje
z kwasem asparaginowym Asp(3.32) w kieszeni wigzacej receptora D,, co jest
zgodne z modelem farmakoforowym dla antagonistow tego receptora. Co ciekawe,
zwigzek 2 nie posiada protonowalnego atomu azotu, a jego sposob oddzialywania
z celem molekularnym nie jest jeszcze dokladnie poznany. Powinowactwa
zidentyfikowanych zwiazkéw do okres§lonych receptoréw przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Powinowactwo nowych zwigzkéw o dziataniu przeciwpsychotycznym do receptorow GPCR,
wyrazone jako Ki [nM] lub procent inhibicji przy 10 uM. ND — nie okre$lono.

D, D D3 5-HTia 5-HTza 5-HT,
1 58,1 1418 614 125 358 ND
2 58,4 2% 0% 13480 6% ND
3 115 469 551 51,4 151 807
4 1895 2549 9525 9% 516 6607
5 791 ND 7,88 9,18 ND ND
6 182 ND ND 13 ND ND

W 2019 r. Del Bello i in. odkryli nowe zwiazki a dziataniu przeciwpsychotycznym
[8], sposrod ktorych zwigzek 5 (rys. 1) wykazuje wysokie powinowactwo do
receptora dopaminowego D, i D; a takze do receptora serotoninowego 5-HTia
(Tabela 1). Zwigzki o takim profilu receptorowym okres§lane sg jako stabilizatory
systemu dopaminowo-serotoninowego, podobnie jak leki przeciwpsychotyczne
trzeciej generacji. Zwigzek 5 posiada w swej budowie drugorzedows amine, ktéra
po sprotonowaniu umozliwia oddzialywanie z aminergicznymi receptorami GPCR.

Wroébel i in. w 2020 r. otrzymali seri¢ zwigzkéw o potencjalnym wykorzystaniu
w leczeniu schizofrenii [9], z ktorych najbardziej obiecujaca czasteczka (6 na rys. 1)
posiada wysokie powinowactwo do receptora serotoninowego 5-HT;, oraz
dopaminowego D, (Tabela 1). W jej budowie chemicznej wystepuje uktad 1-butylo-
4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyny, ktory charakterystyczny jest rowniez dla
neuroleptyku trzeciej generacji, aripiprazolu. Wspodlne elementy strukturalne tych
zwigzkéw znajduja odzwierciedlenie w ich podobnym profilu dzialania
receptorowego. Przywotane powyzej wielocelowe zwigzki o dzialaniu
przeciwpsychotycznym wywotuja swdj efekt za posrednictwem receptorow
sprzgzonych z biatkiem G, gltéwnie dopaminowych i serotoninowych, podobnie jak
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leki dostgpne na rynku. Obecnie co raz wigcej staran jest przyktadanych do
poszukiwania lekow przeciwpsychotycznych dziatajacych na inne cele molekularne,
takie jak receptory NMDA, receptory nikotynowe, fosfodiesterazy czy katecholo-
O-metylotransferaze, jednak do tej pory nie odniesiono wigkszych sukceséw w tym

ohszarze [10].
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Rys. 1. Nowe wielocelowe zwiazki chemiczne o dziataniu przeciwpsychotycznym
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LIOFILIZOWANA GRZYBNIA CHRYSOSPORIUM
PANNORUM A-1 JAKO WYDAJNY BIOKATALIZATOR
SYNTEZY ESTROW TERPENOWYCH

M. KUTYLA, M. TRYTEK, UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Instytut
Nauk Biologicznych, Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej,
Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: W badaniach nad estryfikacjg alkoholi terpenowych wykorzystano
liofilizowang grzybni¢ psychrotroficznego grzyba nitkowatego Chrysosporium
pannorum A-1. Zbadano wplyw struktury alkoholi terpenowych oraz dlugosci
tancucha kwasu karboksylowego na wydajnos$¢ estryfikacji w heksanie. Najwyzsza
wydajnos¢ reakcji uzyskano dla pierwszorzgdowych alkoholi terpenowych (i byta
ona wyzsza dla alkoholi monocyklicznych, nieco nizsza dla liniowych, za$ najnizsza
dla bicyklicznych). Biokatalizator wykazywat $ladowa aktywno$¢ w estryfikacji
alkoholu ll-rzedowego i zerowg w stosunku do alkoholu Ill-rzedowego. Wraz ze
wzrostem dlugosci tancucha kwasu uzytego w estryfikacji wzrasta wydajnosé
biokatalizy.

Woprowadzenie: Estry alkoholi terpenowych sg cennymi zwigzkami szeroko
wykorzystywanymi w przemysle perfumeryjnym i kosmetycznym [1]. Pomimo, Ze
sa to zwiazki naturalnie wystgpujace w olejkach eterycznych ro$lin, ich duze
zapotrzebowanie w przemysle nie jest zaspokajane przez produkcje
z wykorzystaniem naturalnych zrdodet [2]. Jest to zwigzane z niskim stezeniem
terpenoidow w olejkach oraz naturalng ich hydroliza zachodzaca w trakcie ekstrakcji
[3]. Alternatywna metoda dla wytwarzania ,,naturalnych” estrow terpenowych jest
enzymatyczna estryfikacja alkoholi terpenowych z kwasami karboksylowymi przy
uzyciu lipaz. Zgodnie z przepisami Unii Europejskiej i Stanéw Zjednoczonych,
zwigzki wytworzone w ten sposob moga by¢ okreslane jako ,,naturalne”, na roéwni
ze zwigzkami pochodzenia roslinnego [4]. Lipazy (EC 3.1.1.1) to klasa enzymow
hydrolitycznych wykorzystywanych jako biokatalizatory w reakcjach hydrolizy,
estryfikacji, transestryfikacji, czy epoksydacji. Wykazuja wysoka selektywnos$¢
i specyficznos¢ substratows, a takze mozliwo$¢ utrzymania aktywnosci katalitycznej
w warunkach niewodnych [5,6]. Lipazy bakteryjne i grzybicze, najczgsciej
wykorzystywane w bioprocesach, sa zwykle wydzielane na zewnatrz komorki [7].
Z tego wzgledu konieczne jest zatgzenie 1 oczyszczenie enzymu z plynu
pohodowlanego oraz jego immobilizacja w celu wielokrotnego wykorzystania
w biokatalizie. Operacje te sa zwykle zwiazane z wysokim kosztem uzyskania
czystego preparatu i utrata czgsci jego aktywnosci katalitycznej. Tanim zrodlem
naturalnie zimmobilizowanego biokatalizatora do reakcji estryfikacji jest
wewnagtrzkomorkowa lipaza potaczona z hydrofobows $ciang komorkows grzyba
[8-10].

Cze$¢  eksperymentalna: Reakcje estryfikacji prowadzono w heksanie
zawierajacym 3% (w/v) biokatalizatora, przy réwnomolowym, 50 mM stgzeniu
alkoholu terpenowego i kwasu, w 30°C przez 24 godz., w szczelnie zamknigtych
kolbkach Erlenmeyera a’ 25 ml. Wydajno$¢ reakcji okre§lono za pomoca
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chromatografu gazowego z detektorem plomieniowo-jonizacyjnym i wyrazono jako
% konwersji molowej alkoholu do estru. W celu uzyskania biokatalizatora do reakcji
estryfikacji, przeprowadzono hodowle psychrotroficznego grzyba nitkowatego
Chrysosporium pannorum A-1 w kolbach Erlenmeyera a’ 300 ml zawierajacych
50 ml plynnego podtoza (oliwa z oliwek 10 g/L, Tween 80 5 g/L, ekstrakt
drozdzowy 1 g/L, (NH4),SO,4 5 g/L, K;HPO, 1 g/L, MgSO, x 7TH,0 0,2 g/L, CaCO;
5 g/L, pH 6) na wytrzgsarce orbitalnej (150 RPM) przez 5 dni w 20°C. Po
zakonczeniu hodowli, grzybni¢ oddzielono od ptynu pohodowlanego za pomoca
filtracji prozniowej oraz przemyto 200 ml wody destylowanej. Przeptukang
i odsaczong grzybni¢ zmrozono W -20°C przez noc, naste¢pnie liofilizowano przez
24 godz. Wysuszong grzybni¢ zmielono do postaci jednorodnego proszku
i wykorzystywano jako biokatalizator w estryfikaciji.

Wyniki: W badaniach nad estryfikacja z uzyciem lipazy zwiazanej z grzybnia
Ch. pannorum A-1 wykorzystano alkohole terpenowe o zréznicowanej strukturze
(Rys. 1.) oraz kwasy karboksylowe o r6znej dtugos$ci tancucha weglowego.

CH, CH,

o OH oy  HeC OH
v ’/\ﬂ
RS
N CH,

Rys. 1. Struktury alkoholi terpenowych wykorzystanych w estryfikacji katalizowanej
przez zliofilizowana grzybni¢ Ch. pannorum A-1. a — citronellol, b — geraniol, ¢ — nerol, d — alkohol
perylowy, e — myrtenol, f — nopol, g — karweol, h — linalol.

Zaobserwowano, ze wydajno$¢ estryfikacji jest S$ciSle zwigzana ze strukturg
przestrzenng alkoholi. Sposrod badanych pierwszorzedowych alkoholi terpenowych
najwyzsza konwersj¢ molowa uzyskano dla monocyklicznego alkoholu perylowego
oraz alkoholi liniowych (citronellolu, geraniolu i nerolu) (Tab. 1.). W reakcji
alkoholi liniowych z krotkotancuchowymi kwasami (octowym, propionowym
i mastowym) na wydajnos¢ estryfikacji miata wptyw liczba wigzan podwdjnych
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w czgsteczce alkoholu (citronellol — geraniol) oraz izomeria konformacyjna
(geraniol — nerol). Najnizsza wydajno$¢ estryfikacji uzyskano dla alkoholi
bicyklicznych — myrtenolu i nopolu, co moze $wiadczy¢ o zawadzie przestrzennej
takich czasteczek w dostepie do centrum katalitycznego enzymu. W przypadku
estryfikacji 1l-rzgdowego karweolu z kwasem octowym wydajnos¢ reakcji po 24
godzinach nie przekraczata 1,4%, za$ z kwasem walerianowym 2,5%. Z kolei
w estryfikacji Ill-rzedowego alkoholu — linalolu, liofilizowana grzybnia
Ch. pannorum A-1 nie wykazywata aktywno$ci z jakimkolwiek kwasem
karboksylowym. Generalnie wraz ze wzrostem dlugosci tancucha nasyconego
kwasu obserwowano wzrost wydajnosci estryfikacji. Moze to $wiadczyé
o negatywnym wplywie krotkotancuchowych kwasoéw karboksylowych na
stabilno$¢ enzymu i inhibicji jego aktywnosci lipolitycznej. Znany jest efekt
inhibicji aktywno$ci katalitycznej lipaz przez kwas octowy, prawdopodobnie
w wyniku znacznego zakwaszenia mikro$rodowiska enzymu [11]. W przypadku
estryfikacji alkoholi z dtugotancuchowymi kwasami tluszczowymi zawierajacymi
wigzanie podwdjne, wykazano, ze wydajnos¢ jest zalezna od struktury uzytego
alkoholu terpenowego (Tab. 1).

Tabela 1. Wptyw struktury pierwszorzedowej alkoholu terpenowego oraz dtugosci tanicucha weglowego
kwasu karboksylowego na wydajno$¢ estryfikacji (%) przy uzyciu lipazy zwigzanej z grzybnia
Ch. pannorum A-1.

Wydajno$¢ estryfikacji (%)
Cis:3, Cis:l,
C, Cs Cs Cs Cs Co Cap Agg,lz ig
. 78 86 95 96 97 97 97 80 82
Citonellol | 'y | 109 | 208 | 205 | =06 | 204 | 12 | 203 | =05
Geraniol 51 71 88 96 96 95 97 o 33
08 | +12 | 18 | 0,6 | 17 | +04 | 08 £0,9
Nerol 34 39 60 87 70 69 47 o 0
+1,2 +2.1 +0,8 +1,1 +0,8 +0,5 +1,5
Alkohol o1 92 94 94 95 96 97 67 0
perylowy | =04 | 08 | %05 | =05 | 1,1 | 09 | =06 | 23
12 35 58 67 74 75 54 P
Myrtenol | o9 | Lo | x07 | 203 | £13 | =05 | 03 0 40,9
Noool 11 23 44 52 49 58 31 o 0
P 04 | 09 | +09 | «1,1 | +21 | 03 | +04

C, — kwas octowy; C; — kwas propionowy; C, — kwas mastowy; Cs — kwas walerianowy; Cg — kwas
kaprylowy; Cq — kwas pelargonowy; C;; — kwas laurynowy; Cig:3, A®**? — kwas y-linolenowy; Cig:1,
A°— kwas oleinowy

W dalszym etapie zbadano mozliwo$¢ wielokrotnego wykorzystania biokatalizatora
w kilku nastepujacych po sobie cyklach katalitycznych. Zbadano takze stabilnoé¢
liofilizowanej grzybni w trakcie rocznego przechowywania w -20, 4 i 20°C.
Wykazano, ze lipaza zwigzana z grzybnig Ch. pannorum zachowuje nawet 70%
swojej poczatkowej aktywnos$ci po siedmiu 24-godz. cyklach biokatalitycznych
(Rys. 2A). W wyniku rocznego przechowywania w temperaturze -20°C,
biokatalizator stracit 18% swojej wyjsciowej aktywnosci. Istotny spadek aktywnosci
zaobserwowano po pétrocznym przechowywaniu grzybni w 4 i 20°C (odpowiednio
0 32 36%) (Rys. 2B).
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Rys. 2. Wzgledna aktywno$¢ biokatalizatora w 24-godz. cyklach katalitycznych reakcji estryfikacji
(A) oraz stabilnos¢ grzybni Ch. pannorum A-1 w trakcie potrocznego i rocznego przechowywania w -20,
4i20°C (B).

Whioski: Liofilizowana grzybnia Chrysosporium pannorum A-1 jest wydajnym
1 tanim biokatalizatorem syntezy estrow pierwszorzedowych alkoholi terpenowych.
Wydajnos¢ biokatalizy zalezy od struktury alkoholu terpenowego oraz dlugosci
fancucha uzytego kwasu karboksylowego. Biokatalizator moze by¢ zastosowany
w skali preparatywnej, poniewaz wykazuje wysoka aktywnos$¢ w reakcji estryfikacji
w stosunkowo niskiej temperaturze, mozna uzy¢ go wielokrotnie w nastgpujacych
po sobie 24-godz. cyklach katalitycznych, a takze zachowuje ponad 80%
aktywnos$ci w trakcie rocznego przechowywania w temp. -20°C.
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ZNACZENIE INHIBICJI FAAH W TERAPII WYBRANYCH
JEDNOSTEK CHOROBOWYCH

A. ZIEBA', P. STEPNICKI', 0. KOSZEA', D. MATOSIUK®, A.A. KACZOR"?
YUniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydzial Farmaceutyczny, ul. Chodzki 4a, 20-
400 Lublin ? Szkota Farmacji, Uniwersytet Wschodniej Finlandii Yliopistonranta 1,
P.O. Box 1627, FI-70211 Kuopio, Finlandia.

Abstrakt: Do niedawna badaniem wptywu konopi indyjskich na organizm
cztowieka interesowala si¢ tylko niewielka cze$¢ naukowcdw. Odkrycie receptorow
uktadu endokannabinoidowego (ECS) i ich endogennych lipidowych ligandow
doprowadzito do znacznego wzrostu zainteresowania tym tematem. Aktualne
doniesienia potwierdzaja skuteczno$¢ endokannabinoidéw w leczeniu bezsennosci,
bolu przewlektego, chordéb zapalnych i neurodegeneracyjnych. Istnieje wiele
strategii pozwalajacych na modulowanie przewodnictwa w ECS. Jedng z nich jest
hamowanie aktywnos$ci enzymatycznej hydrolazy amidow kwasow tluszczowych
(FAAH). FAAH jest biatkiem, ktorego aktywnos$¢ $cisle koreluje si¢ z rozktadem
endogennych ligandow ukladu, gléwnie anandamidu (AEA). Niniejsza praca
stanowi przeglad informacji dotyczacych potencjalu terapeutycznego ukladu
endokannabinoidowego, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem zastosowania inhibitorow
FAAH w leczeniu depresji.

Wprowadzenie: Uwaza sig, ze rok 1992 byl poczatkiem wzrostu zainteresowania
funkcjami uktadu endokannabinoidowego (ECS). W tym okresie zidentyfikowano
anandamid — jeden z najsilniej dziatajacych ligandow tego uktadu [1]. ECS dziata za
posrednictwem dwoch glownych typow receptoréw: CB; oraz CB,. Badania
strukturalne wykazaly, ze wspomniane biatka zaliczane sa do grupy receptorow
sprz¢zonych z biatkami G (7TM, GPCR). Ponadto przeprowadzone analizy
anatomiczne potwierdzily, ze biatka receptorowe tego uktadu wykazuja bardzo
zroznicowany wzor dystrybucji w organizmie. Oznacza to, ze podtyp CB; jest
charakterystyczny glownie dla centralnego uktadu nerwowego, tkanki tluszczowe;j,
mie$ni szkieletowych i komorek watroby, podczas gdy podtyp CB, znacznie
czeSciej wystepuje w obwodowym uktadzie nerwowym 1 na komodrkach
odpornosciowych [2,3]. Do endogennych (wytwarzanych w ludzkim organizmie)
ligandow uktadu endokannabinoidowego zaliczamy m.in. anandamid (AEA),
2-arachidonyloglicerol, N-arachidonylodopaming. Wszystkie wymienione zwigzki
zaliczane sa do kategorii amidow kwasow ttuszczowych i wydzielane sa ,,na
zadanie” z blonowych prekursorow fosfolipidowych [1]. Za metabolizm zwigzkow
zaliczanych do wspomnianej grupy odpowiedzialne s3 glownie dwa enzymy:
hydrolaza  amidéw  kwasdéw  tluszczowych (FAAH) oraz lipaza
monoacyloglicerolowa (MAGL) [4]. Badania przeprowadzone na populacji
zmodyfikowanych genetycznie gryzoni (pozbawionych enzymu) wykazaty, ze
sposrod wymienionych substancji to wlasnie FAAH jest najmocniej zwigzany
z rozktadem endogennych amidow kwasow tluszczowych. Brak hydrolazy prowadzi
do wzmocnionej odpowiedzi na ligandy, ktéra moze przejawiac si¢ jako analgezja,
hipotermia oraz katalepsja.
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Hydrolaza amidéw kwaséw tluszczowych (FAAH) to integralny enzym blonowy,
klasyfikowany jako przedstawiciel rodziny seryno-hydrolaz. Obecno$¢ tego bialka
zostata odkryta przy okazji doktadnych analiz anandamidu. Pierwsze informacje na
temat przestrzennej struktury enzymu opublikowano w 2002 roku (PDB ID:1MT5)
[5]. Dalsze badania nad strukturg tego celu molekularnego doprowadzity do
odkrycia specyficznego ugrupowania aminokwasowego okre$§lanego mianem
katalitycznej triady (Ser-241/Ser-217/Lys-142) ktéremu przypisuje si¢ gtowny
udziat w procesie hydrolizy amidow kwasow tluszczowych [6]. Szczegdlne
znaczenie wspomnianego ugrupowania podkresla fakt, iz istnienie mutacji w obrgbie
ktérej§ z wymienionych reszt aminokwasowych znacznie obniza aktywnos$¢
biologiczna FAAH. Wszystkie zaprezentowane odkrycia naukowe przyczynily sig¢
do rozwoju teorii, zaktadajacej, ze umiejetne blokowanie aktywnosci enzymatyczne;j
FAAH moze sta¢ si¢ waznym podejsciem terapeutycznym, przydatnym w leczeniu
wielu jednostek chorobowych. Warto podkresli¢, ze ten sposéb modulowania
przekaznictwa w uktadzie endokannabinoidowym jest znacznie korzystniejszy od
bezposredniego podawania egzogennych ligandow ECS, poniewaz zmniejsza
prawdopodobienstwo wystgpienia dziatan niepozadanych takich jak m.in.
zaburzenia pamig¢ci czy halucynacje.

Czes¢ eksperymentalna: Praca stanowi przeglad aktualnych doniesien naukowych,
podsumowujacy stan wiedzy nt. wykorzystania inhibitoréw enzymu FAAH
w farmakoterapii. Ze wzgledu na obszerny zakres danych nie obejmie ona
wszystkich zagadnien zwigzanych z tematem. Autorzy skupili si¢ na analizie
opublikowanych w ostatnich dwoch dekadach informacji dot. wykorzystania
inhibitorow FAAH w leczeniu depresji. Do wyszukiwania powigzanych z tematem
publikacji wykorzystano ogoélnodostgpne bazy naukowe (ScienceDirect, PubMed,
Google Scholar).

Whyniki: Depresja jest choroba coraz czeéciej diagnozowang w spoteczenstwie,
zajmuje drugie miejsce wsrod zaburzen bedacych najczestszymi przyczynami
przedwczesnej $mierci lub uszczerbku na zdrowiu [7], [8]. Mimo tego, Ze na rynku
dostgpnych jest wiele preparatow, ktore moga by¢ stosowane w terapii depresji,
wiele z nich powoduje silne dziatania niepozadane i moze prowadzi¢ do nasilenia
objawow choroby (zwlaszcza w poczatkowym okresie leczenia). Trudno$ci
w znalezieniu odpowiednio skutecznego i bezpiecznego leku przydatnego w terapii
depresji wynikaja ze zlozonego patomechanizmu choroby, ktory moze by¢
thumaczony jako wystepowanie powodowanych przez stres zaburzen funkcji
podwzgdrze-przysadka-nadnercza (HPA) [9,10]. W ostatnich latach pojawity sie
teorie sugerujace wystepowanie powigzan pomiedzy nasileniem przekaznictwa
endokannabinoidowego a tagodzeniem objawow depresji i leku. Udato si¢ rowniez
ustali¢, ze zawarto$ci endokannabinoidéw w tkankach chorych na depresje i zespot
stresu pourazowego znacznie roznig si¢ od poziomow tych substancji oznaczonych
w mozgach zdrowych badanych. Ponadto ekspresja receptorow CB; oraz poziom
2-AG sa znacznie obnizone w hipokampach pacjentéw cierpiagcych na chroniczny
stres, ktory moze by¢ jednym z czynnikoéw indukujacych wystapienie choroby [11].
Wszystkie wymienione argumenty sugeruja istnienie powiazan pomig¢dzy
nasileniem przekaznictwa AEA a wystgpowaniem emocjonalnych i hormonalnych
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zmian zaangazowanych w patomechanizm depresji. Dodatkowo podczas badan
udato si¢ zidentyfikowaé wariant genetyczny ludzkiej FAAH, ktoéry destabilizuje
biatko enzymatyczne oraz zmniejsza indukowang hydrolize anandamidu, przez co
nasila przewodnictwo w ukladzie endokannabinoidowym. Wspomniany
polimorfizm enzymatyczny byt wielokrotnie korelowany z mniejsza odpornoscia na
lek, zwigkszonym przewodnictwem w obrebie ciata migdatowatego, jak rowniez
zmniejszong aktywacja 1 przyspieszong habituacja bodzcow informujacych
0 pojawiajacych si¢ zagrozeniach [12].Poczatkowe wyniki badan na gryzoniach
dowodzily, ze inhibicja FAAH prowadzi do wzmocnienia przewodnictwa AEA, co
z kolei przeklada si¢ na zmniejszenie poziomu wskaznikow odpowiadajacych za
identyfikacj¢ lgku u tej grupy organizmow. Ponadto krotko po odkryciu pierwszego
wzglednie selektywnego inhibitora opisywanego enzymu o nazwie URB-597
ustalono, ze hamowanie degradacji anandamidu prowadzi do wystapienia efektu
anksjolitycznego (przeciwlegkowego) u szczuréw [11,13]. Niestety doktadny
mechanizm prowadzacy do wystapienia tej odpowiedzi nie zostal poznany, jednak
obecnie uwaza si¢ ze przekaznictwo AEA pomaga odzyska¢ homeostaze po
wystawieniu na dziatanie czynnikéw stresowych [14]. Podsumowujac, wydaje sie,
ze zmniejszenie puli anandamidu prowadzi do rozwoju Igku, podczas gdy
zwigkszenie puli wolnego anandamidu (poprzez zahamowanie jego rozkladu,
inhibicjc FAAH) pozwala hamowa¢ wystgpowanie Igku u zwierzat
doswiadczalnych. W tym konteks$cie przebadano réwniez zwiazek SSR411298,
ktoéry zaliczany jest do selektywnych i odwracalnych inhibitorow enzymu FAAH.
Zwiagzek byl dobrze tolerowany przez zwierzeta wykorzystane w badaniach
klinicznych, jednak brak dostatecznej skutecznosci doprowadzit do zaniechania jego
testow[15,16]. Kolejnym ligandem, ktory badano pod katem potencjalnego
zastosowania w leczeniu depresji byl JNJ-42165279. Wspomniana substancja
pehita role wolno dysocjujacego selektywnego inhibitora FAAH. Doktadnie
przebadana pod katem zastosowania w depresji, dotarta do II fazy badan
klinicznych. Ostatecznie wspomniane badania zostaly zawieszone, ze wzgledu na
odnotowanie powaznych dziatan niepozadanych [17].

Whioski: Aktualne doniesienia naukowe potwierdzaja, ze zastosowanie inhibitorow
FAAH u zwierzat doswiadczalnych doprowadzito do zmniejszenia lgku, zniesienia
bélu i1 wuruchomienia mechanizméw kompensacyjnych po wystawieniu na
chroniczny stres. Niestety brakuje dowodow, pozwalajacych na jednoznaczng oceng
wplywu tych zwiazkéw na organizm czltowieka. Wszystkie zebrane w tej pracy
informacje potwierdzaja, ze hydrolaza amidow kwaséw tluszczowych stanowi
interesujacy cel molekularny, ktory moze zosta¢ wykorzystany w pracach nad
nowymi lekami, w szczegolno$ci lekami przeciwdepresyjnymi.
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BIOSYNTEZA KWASU LAKTOBIONOWEGO: TECHNIKI,
ZASTOSOWANIE | PERSPEKTYWY NA PRZYSZEOSC

W. PIATEK, J. SULEJ, M. OSINSKA-JAROSZUK, S. STEFANEK,
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Instytut Nauk Biologicznych, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Katedra Biochemii i Biotechnologii, ul. Akademicka 19,
Lublin 20-033.

Abstrakt: Kwas laktobionowy (LBA) to kwas oligoaldonowy zbudowany
z galaktozy zwiazanej z czasteczka kwasu glukonowego. Synteza tego zwiazku
moze odbywaé si¢ metoda mikrobiologiczng lub enzymatyczng. W przypadku
metod mikrobiologicznych rolg biokatalizatoréw petnia cate mikroorganizmy, takie
jak Pseudomonas taetrolens czy Streptococcus lactis. Natomiast w metodach
enzymatycznych wykorzystuje si¢ bialka zdolne do wutleniania laktozy
tj. oksydoreduktazy glukozowo-fruktozowe czy dehydrogenaze celobiozowg. Kwas
laktobionowy ze wzgledu na wilasciwosci przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne,
chelatujace, stabilizujace, zakwaszajace Cczy nawilzajace jest bardzo czesto
stosowany w biotechnologii. W ostatnich latach aplikacyjno$¢ LBA cieszy si¢ coraz
wigkszym  zainteresowaniem w  wielu galgziach przemyshu, w tym
w przemysle spozywczym, kosmetycznym i chemicznym. Prezentowana praca ma
charakter przegladowy, a jej celem jest przedstawienie dotychczasowej wiedzy na
temat biosyntezy kwasu laktobionowego, z uzyciem odpowiednich technik
biotechnologicznych, jego zastosowania w przemysle i perspektyw na przysztosc.

Woprowadzenie: Weglowodany to organiczne zwigzki chemiczne zaliczane do
odnawialnych surowcow, ktore ze wzgledu na swoje wlasciwosci wpisujg sig
w koncepcje ,zielonej chemii przysztosci” [1]. Jednym z najwazniejszych
naturalnych disacharydéw jest laktoza. Cukier ten, powszechnie wystepujacy
w mleku ssakow, jest gldwnym zrodtem weglowodandow i energii, pelnigc tym
samym bardzo wazna role w zywieniu. Zastosowanie czystej laktozy w przemysle,
ze wzglegdu na niska stodycz i rozpuszczalno$¢ oraz nietolerancj¢ przez czgsé
populacji, jest znacznie ograniczone. Z tego wzgledu, coraz czesciej do celow
komercyjnych stosowane sg pochodne laktozy. Przyktadem zwigzku powstajacego
w wyniku utleniania laktozy jest kwas laktobionowy, ktéry z powodzeniem znalazt
swoje zastosowanie w roznych dziedzinach biotechnologii i przemystu. LBA jest
znany ze swoich silnych witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, chelatujgcych,
nawilzajacych, przeciwutleniajacych, zakwaszajacych, a takze stabilizujacych [2].

Praca ma charakter przegladowy, a jej celem jest charakterystyka kwasu
laktobionowego oraz procesu jego biosyntezy, jak réwniez przedstawienie
najnowszych badan 1 perspektyw dotyczacych przysztosci LBA. Kwas
laktobionowy (kwas B-D-galaktopiranozylo -(1 — 4) -D-glukonowy; LBA) nalezy
do rodziny kwasow aldobionowych. Struktura chemiczna LBA, oprocz grup
wielofunkcyjnych, obejmuje ugrupowanie galaktozy potaczone z czasteczka kwasu
glukonowego, poprzez wigzanie podobne do eteru (Rys.1). Kwas laktobionowy ma
mas¢ czgsteczkowa rowng 358,3 Da z pKa 3,6 [1]. Zwiazek ten wystepuje w postaci
biatego, statlego proszku, ktory jest latwo rozpuszczalny w wodzie i1 stabo
rozpuszczalny w organicznych rozpuszczalnikach takich jak bezwodnyetanol czy
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metanol. Dzi¢ki obecno$ci duzej ilo$ci grup hydroksylowych LBA odznacza si¢
wysoka higroskopijnoscia [3].

H OH

Rys. 1. Struktura chemiczna kwasu laktobionowego [4].

Kwas laktobionowy po raz pierwszy zostal zsyntetyzowany w 1889 roku przez
Fischera i Meyera w wyniku utleniania laktozy bromem [3]. Od tego czasu badano
rézne mozliwosci otrzymywania LBA, w tym utlenianie chemiczne,
elektrochemiczne, biokatalityczne czy heterogeniczne utlenianie katalityczne, ktore
ze wzgledow ekonomicznych nie jest wykorzystywane w przemysle [1, 4].
Produkcja biokatalityczna kwasu laktobionowego obejmuje utlenianie laktozy za
pomoca okreslonych enzyméw lub przy uzyciu mikroorganizméw jako
biokatalizatorow. Ogoélny mechanizm reakcji polega na tworzeniu produktu
posredniego tj. laktobiono-c-laktonu, ktéry jest nastepnie hydrolizowany do kwasu
laktobionowego [6]. Proces ten zachodzi w $ci§le dobranych warunkach:

1. temperaturze mieszczacej si¢ W zakresie 25 - 50°C

2. przy okreslonej warto$ci pH, ktora jest utrzymywana na stalym poziomie

dzigki dodaniu odpowiedniej zasady (sodu, wapnia lub potasu).

Produktem tego procesu moze by¢ kwas laktobionowy, jak roéwniez jego sole [4].
Biokatalityczna metoda pozyskiwania LBA zostata po raz pierwszy przetestowana
na gatunku Pseudomonas, a doktadniej na Pseudomonas taetrolens (wczesniej
Pseudomonas graveolens), ktorego zastosowanie pozwolito na uzyskanie 75%
wydajnosci [7]. Od tego czasu jeszcze kilka innych mikroorganizméw zostato
przebadanych pod katem produkcji LBA. Zdolno§¢ do utleniania laktozy zostata
potwierdzona u gatunkow takich jak Acetobacter orientalis, Burkholderia cepacia,
Halobacterium saccharovorum, Paraconiothyrium sp., Penicillium chrysogenum,
Sporotrichum thermophile czy Zymomonas mobilis [4,5]. Enzymatyczny proces
biokatalitycznej produkcji LBA po raz pierwszy zostal przeprowadzony w 1993
roku i wykazal on wyzszg wydajno$¢ w poréwnaniu z procesem mikrobiologicznym
[8]. Ze wzgledu na zlozono$¢ warunkow, ktore musza by¢ pod ciagla kontrola,
a takze obecnos$¢ czynnika redukujgcego, metoda ta jest bardziej skomplikowana.
W wyniku enzymatycznej katalizy wytwarzane sa wicksze ilo$ci LBA, wydajnoéé
i produktywnos¢ jest wyzsza niz w przypadku fermentacji mikrobiologicznej, ale
enzymy sa mniej stabilne [1]. Produkcja kwasu laktobionowego, z zastosowaniem
enzymatycznej konwersji laktozy do LBA, zachodzi na drodze wymiany jonowej
z eliminacja kationdow, natomiast oczyszczanie powstalego produktu mozna
przeprowadzi¢ za pomoca filtracji, suszenia i zat¢zania [5]. Enzymy, ktore moge by¢
wykorzystane do pozyskiwania kwasu laktobionowego to grupa oksydaz
laktozowych, takich jak dehydrogenaza glukozowo-fruktozowa, dehydrogenaza
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celobiozowa czy inne oksydazy weglowodanowe [1]. Preparaty enzymatyczne maja
zdolno$¢ do przeksztatcania Kilku cukréw, zwlaszcza D-glukozy, D-galaktozy,
D-mannozy, D-talozy, D-ksylozy, D-rybozy, L-arabinozy, maltozy, celobiozy
i D-fruktozy, a takze laktozy do LBA [5]. Proces konwersji laktozy do kwasu
laktobionowego wymaga tlenu i powoduje powstawanie nadtlenku wodoru jako
produktu ubocznego [4]. Enzymem intensywnie badanym przez ostatnie lata,
w kontekscie syntezy LBA jest dehydrogenaza celobiozowa (CDH). Ten
zewnatrzkomoérkowy, oksydoredukcyjny hemoflawoenzym produkowany jest przez
grzyby rozkladajace drewno, nalezace do typow Basidiomycota i Ascomycota [9].
Biokatalizator ten jest najcze$ciej stosowanym enzymem w syntezie kwasu
laktobionowego. Oczyszczone CDH moze przeksztalcic laktoze w  kwas
laktobionowy, ale wydajnos¢ tego procesu bedzie wystarczajaco wysoka dopiero po
dodaniu lakazy i mediatora redoks, ktorym moze by¢ np. ABTS (kwas
2,2'-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)) [1]. Kwas laktobionowy ma
ogromny potencjat aplikacyjny i moze by¢ wykorzystany w wielu roznych gateziach
przemystu. Ze wzglegdu na swoje wihasciwosci stabilizujace, nawilzajace,
antyoksydacyjne i1 przeciwstarzeniowe znalazl on zastosowaniec w kosmetologii.
W przemysle chemicznym peti funkcje stabilizujace oraz chelatujace. W farmacji
i medycynie znalazt zastosowanie jako nosnik lekow czy gendw, czynnik
kontrastowy, antykoagulant, $rodek konserwujacy organy w transplantologii, jak
rébwniez zwiazek wykorzystywany do produkcji biomateriatdéw. W ostatnich latach
stosowanie kwasu laktobionowego cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem
w przemysle spozywczym, a szczeg6lnie przemysle mleczarskim. LBA moze by¢
stosowane jako dodatek do zywnosci, $rodek Zzelujacy i solubilizujacy, srodek
stodzacy czy zakwaszajacy, jako sktadnik bioaktywny, ale takze jako czynnik
ulepszajacy produkcje serow [5,10]. Obecnie produkty przemystowej syntezy kwasu
laktobionowego, sa stosowane w jogurtach, napojach i suplementach diety
dostepnych na rynku japonskim [11]. Ze wzgledu na obowigzujace przepisy
dotyczace zastosowania kwasu laktobionowego w zywnosci, zwigzek ten nie jest
powszechnie wykorzystywany w tej galezi przemyshu. Spozywanie LBA jest nadal
uwazane za niebezpieczne ze wzgledu na brak badan i wiedzy na temat jego wptywu
na zdrowie [1,5]. W literaturze LBA nie jest klasyfikowany jako zwiazek toksyczny,
jednakze priorytetem powinno by¢ zbadanie wlasciwosci cytotoksycznych kwasu
laktobionowego, ktore umozliwitoby petne wykorzystanie wszystkich wtasciwosci
prozdrowotnych tego zwigzku.

Whioski: Wspolczesnie konsumenci posiadajg coraz wiekszg wiedze na temat
wpltywu chemicznych substancji na zdrowie cztowieka. Swiadomie wybieramy
produkty, w sktad ktéorych wchodzg gléwnie zwigzki pochodzenia naturalnego.
Jedng z takich substancji jest kwas laktobionowy. Zwigzek ten z powodzeniem moze
zosta¢  wykorzystany w  przemys$le spozywczym, kosmetycznym = czy
farmaceutycznym. Obecnie wigkszo$¢ badan dotyczacych kwasu laktobionowego
skupiona jest na metodach jego pozyskiwania oraz optymalizacji warunkow syntezy.
Znaczacym utrudnieniem w procesie badawczym jest znikoma ilo$¢ informacji
dotyczaca wpltywu spozywanego LBA, na organizm ludzki. Stanowi to duze
ograniczenie, poniewaz najnowsze badania pokazuja ogromne mozliwosci
wykorzystania tego zwiazku jako dodatku do zywnosci funkcjonalnej. Niemniej
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jednak, bez informacji dotyczacych bezpieczenstwa kwasu laktobionowego, nie
moze on by¢ powszechnie stosowany w tej galezi przemysthu.

W S$wietle przytoczonych informacji niezbedne sa dalsze badania dotyczace
biosyntezy kwasu laktobionowego, jednakze priorytetem powinno by¢ sprawdzenie
wplywu tego zwigzku na organizm czlowieka. Obecnie LBA cieszy si¢ duza
popularnos$cia w przemysle kosmetycznym, chemicznym czy medycynie, jednak
dzigki unikalnym wtasciwosciom moglby on byé wykorzystywany rowniez
w innych sektorach gospodarczych. LBA to zwiazek o wysokim potencjale
biotechnologicznym, wymagajacy dalszych badan cytotoksycznych, ktore
pozwolilyby na jego powszechne wykorzystanie, takze w przemysle zywieniowym.

Literatura:

1. N. Minal, S. Balakrishnan, N. N. Chaudhary, A. K. Jain, International Journal of Fermented Foods,
6(1) (2017) 25.

2. A. lllanes, C. Guerrero, C. Vera, L. Wilson, R. Conejeros, F. Scott, Academic Press, (2016).

3. E. Fischer, J. Meyer, American Journal of Pharmacy, (1889) 425.

4. L. F. Gutiérrez, S. Hamoudi, K. Belkacemi, K. International Dairy Journal, 26(2) (2012) 103.

T. Cardoso, C. Marques, J. L. A. Dagostin, M. L. Masson, Journal of Food Science, 84(7) 2019, 1672.
H. Nakano, T. Kiryu, T. Kiso, H. Murakami, Biocatalysis and Biomolecular Engineering, (2010) 391.
F. H. Stodola, L. B. Lockwood, Journal of Biological Chemistry, 171(1) (1947) 213.

S. F. Lin, H. M. Hu, T. Inukal, Y. C. Tsai, Biotechnology Advances, 11(3) (1993) 417.

K. Olszewska, A. Olszewska, J. Rogalski, J. Sulej, (2020). Postepy Mikrobiologii, 59(1) (2020) 75.

10. S. Alonso, M. Rendueles, M. Diaz, Biotechnology Advances, 31(8) (2013) 1275.

11. C. Marques, J. P. Wojeicchowski, T. Cardoso, M. R. Mafra, M. L. Mitterer-Daltoé, M. L. Masson,
Innovative Food Science & Emerging Technologies, 64 (2020) 102400.

5.
6.
7.
8.
9.

65



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA POCHODNYCH
1,3-BENZOTIAZYN-4-ONU

G. JUSZCZYK!, L. POPIOLEK?, "Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat
Farmaceutyczny, Studenckie Koto Naukowe przy Katedrze i Zakladzie Chemii
Organicznej, ul. W. Chodzki 4A, 20-093 Lublin, “Uniwersytet Medyczny
W Lublinie, Wydzial Farmaceutyczny, Katedra i Zaklad Chemii Organicznej,
ul. W. Chodzki 4A, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Pochodne 1,3-benzotiazyn-4-onu  wykazuja szerokie spektrum
aktywno$ci  biologicznej. Charakteryzuja si¢ one dziataniem: przeciw-
nowotworowym, przeciwbakteryjnym, przeciwgruzliczym, przeciwgrzybiczym,
przeciwzapalnym oraz przeciwwirusowym. Niniejsza praca stanowi przeglad
wybranych najbardziej aktywnych zwigzkow dziatajacych przeciwgruzliczo
i przeciwwirusowo spos$rdd pochodnych 1,3-benzotiazyn-4-onu  opisanych
w literaturze naukowej w ostatnich pigciu latach.

Wprowadzenie: W ostatnich latach w literaturze naukowej dotyczacej syntezy
i aktywnosci biologicznej zwigzkow organicznych do$¢ czgsto mozna spotkaé
informacje o dziataniu zwigzkéw z uktadem 1,3-benzotiazyn-4-onu. Pochodne tego
typu wykazuja szerokie spektrum bioaktywnosci obejmujace  dziatanie:
przeciwnowotworowe [1], przeciwbakteryjne [2], przeciwgruzlicze [3-7],
przeciwgrzybicze [8], przeciwzapalne [9] oraz przeciwwirusowe [10, 11]. Niniejsza
praca stanowi przeglad wybranych najbardziej aktywnych zwigzkéw dziatajacych
przeciwgruzliczo i przeciwwirusowo sposrod pochodnych 1,3-benzotiazyn-4-onu
opisanych w literaturze naukowej w ostatnich pigciu latach. Pochodne
1,3-benzotiazyn-4-onu mogg by¢ otrzymywane kilkoma metodami. NajczesSciej
w tym celu wykorzystuje si¢ dwuetapowa synteze (Rys. 1.). Pierwszy etap opiera si¢
na reakcji kondensacji aldehydu ze zwiazkiem posiadajacym pierwszorzedowa
grupa aminowa. W drugim etapie otrzymany zwigzek posredni poddaje si¢
cyklizacji kwasem tiosalicylowym [1]. W reakcji kondensacji rozpuszczalnikiem
jest alkohol etylowy, a w reakcji cyklizacji bezwodny 1,4-dioksan lub toluen [1].

O._OH
SH o
EtOH, Na,SO, / N
RiNHz + RpCHO ————— N YT
-Hy / ,4-dioksan )\
R4 R, S

Ry, R = alkil lub aryl

Rys. 1. Przebieg syntezy 2,3-dipodstawionych pochodnych 1,3-benzotiazyn-4-onu.
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Aktywnos$¢ przeciwgruzlicza: Gruzlica wywolywana jest przez pratka gruzlicy -
Mycobacterium tuberculosis [3]. W 2015 roku odpowiadata za $mieré okoto
1,8 miliona ludzi na $wiecie [3]. Niepokojacym faktem jest rozwoj opornosci
M. tuberculosis wobec obecnie stosowanych lekow. Z tego wzgledu naukowcy
poszukuja nowych potencjalnie aktywnych tuberkulostatykow, ktore zwalczatyby
pratka gruzlicy oraz powodowaty matg ilo§¢ skutkow ubocznych u pacjentow [3].
Peng et. al. otrzymali seri¢ 2-podstawionych pochodnych 1,3-benzotiazyn-4-onu
i ocenili ich aktywno$¢ przeciwgruzlicza wobec szczepu M. tuberculosis H37Ra.
Najwyzsza aktywno$cig charakteryzowaty sie zwiazki 1 i 2 wykazujace minimalne
stezenie hamujace (MIC) réwne odpowiednio: 0,004 uM (zwiazek 1) i 0,008 uM
(zwiazek 2) (Rys. 2.) [4].

o o
FsC FsC
N 3
J\ Hac CH3 )|N\
° N/\ CHs s N/\ CH,
NO, K/N NO, K/N\F(L/CHS
0
1

2 ¢]

Rys. 2. 2-podstawione pochodne 1,3-benzotiazyn-4-onu (1, 2) o dziataniu przeciwgruzliczym.

Z kolei Majewski et al. przeprowadzil synteze serii zwigzkéw hybrydowych
zbudowanych z potaczonych uktadow 2-(4-piperazyno)podstawionych pochodnych
1,3-benzotiazyn-4-onu z pochodnymi 7-fenyloacetylocefalosporyny. Otrzymane
zwigzki zostaty zbadane w kierunku aktywnos$ci przeciwgruzliczej wobec szczepu
M. tuberculosis H37Rv. Najsilniej przeciwgruzliczo dzialajgcym zwigzkiem byta
pochodna oznaczona numerem 3 (Rys. 3.). Minimalne stezenie hamujace dla tego
zwiazku wynosito od 1,51 do 2,03 uM w zaleznosci wykorzystanego do badan
podtoza namnazajacego [5].

Q
N CF3
N M |

) Ly
N~ N\) NO,
(e}

[e) O
HSC\#CHE

H5C

3
Rys. 3. Pochodna 1,3-benzotiazyn-4-onu (3) aktywna wobec M. tuberculosis H37Rv.
Seri¢ nowych pochodnych 1,3-benzotiazyn-4-onu o aktywnosci przeciwgruzliczej

otrzymat takze zespdt Twari et al. Zwigzkiem o najwyzszej aktywno$ci hamujacej
wzrost M. tuberculosis H37Rv byta pochodna 4 (MIC = 0,87-0,95 uM) (Rys. 4.) [6].
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HsC
SN

Rys. 4. Pochodna 1,3-benzotiazyn-4-onu (4) o wysokiej aktywnos$ci przeciwgruzliczej.

W 2019 roku Nosova et al. opublikowali artykul, w ktorym opisali synteze
i przeprowadzone badania w kierunku aktywnosci przeciwgruzliczej nowej serii
2,5-dipodstawionych pochodnych 1,3-benzotiazyn-4-onu. Sposréd otrzymanych
zwigzkOw szczegblng aktywnoscia wobec szczepu M. tuberculosis H37Rv oraz
M. tuberculosis MDR-TB (szczepu odpornego na rifampicyne i izoniazyd)
cechowata si¢ pochodna oznaczona numerem 5 (MIC = 0,7 pg/ml) (Rys. 5.) [7].

P

IS
s N/\
‘r’\\/l\l\[(l/o\/czl-i3

Rys. 5. 5-fluoro-2-(4-etoksykarbonylopiperazyn-1-ylo)-1,3-benzotiazyn-4-on (5)
o aktywno$ci wobec MDR-TB.

Dziatanie przeciwwirusowe: Przedstawione w literaturze naukowej dziatanie
przeciwwirusowe pochodnych 1,3-benzotiazyn-4-onu obejmuje glownie silne
dziatanie hamujace odwrotng transkryptaze (HIV-RT) wirusa HIV. Szczegdlnie
silng aktywno§¢ w tym kierunku wykazata seria zwiazkow otrzymana i zbadana
przez Yin et al. Zwigzek 6 wykazal dziatanie przeciwwirusowe hamujace HIV-RT
na poziomie ICso = 0,82 + 0,27 uM, silniejsze niz wykorzystana substancja
odniesienia ~ AZT  (nukleozydowy inhibitor  odwrotnej  transkryptazy)
ICsp =20,14 + 1,32 uM (Rys. 6.) [10].

(0]
(0]
Y\N
4 S
~H
R - H
HO OH
6

Rys. 6. Pochodna 1,3-benzotiazyn-4-onu (6) dziatajaca jako inhibitor odwrotnej transkryptazy
wirusa HIV.
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W 2018 roku zespol naukowcow Yan et al. opublikowal badania dotyczace
aktywnosci przeciwwirusowej pochodnych 1,3-benzotiazyn-4-onu. Najwyzsza
aktywnos$¢ wobec wirusa HIV wigksza niz substancja wzorcowa (ICso = 19,87 +
2,05 uM dla AZT) wykazata pochodna 7 hamujaca odwrotng transkryptaze HIV-RT
przy 1Cso = 0,69 £ 0,09 uM (Rys. 7.) [11].
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Rys. 7. Pochodna 1,3-benzotiazyn-4-on (7) o dziataniu przeciwwirusowym.

Whioski: Na podstawie przedstawionych wybranych biologicznie aktywnych
zwigzkow z uktadem 1,3-benzotiazyn-4-onu mozna stwierdzi¢, ze tego typu
pochodne moga mieé¢ w przysztosci szerokie zastosowanie praktyczne jak $rodki
lecznicze o dziataniu przeciwgruzliczym i przeciwwirusowym.
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BADANIE REAKCJI KOMPLEKSOWANIA W UKLADZIE
JONY MIEDZI(I1), URYDYNA, KWAS GLUKURONOWY

K. STACHOWIAK, R. JASTRZAB, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu, Wydzial Chemii, Zakltad Chemii Koordynacyjnej, ul. Uniwersytetu
Poznanskiego 8, 61-614 Poznan.

Abstrakt: Przedmiotem badan niniejszej pracy sa reakcje kompleksowania
W ukfadzie potrojnym: jony miedzi(Il), urydyna oraz kwas glukuronowy.
Przeprowadzono badania potencjometryczne, dzigcki ktorym  wykazano
wystepowanie kilku form kompleksowych w badanym uktadzie. Dla kazdej
z uzyskanych form okreslono pH dominacji, ogélne stale trwatosci (log ) oraz stale
rownowag reakcji tworzenia (log Kg). W celu okreslenia sposobu koordynacji
w badanych zwigzkach przeprowadzono badania spektroskopowe.

Wprowadzenie: Jony miedzi wystepuja w organizmie czlowieka w §ladowych
ilosciach, jednak sa niezbgdne do jego prawidlowego funkcjonowania. Wysokie
stezenie Cu(Il) mozna znalez¢ w takich produktach jak: ostrygi, suszone owoce,
skorupiaki, podroby, czy czekolada [1,2]. Miedz w organizmie cztowieka
transportowana jest gldwnie przez krew, gdzie zwigzana jest m.in.:
z ceruloplazming. Wchodzi ona w sklad wielu enzymow, takich jak: oksydaza
cytochromowa C, peroksydaza, oksydaza lizylowa, czy tyrozynaza [3,4]. Niedobodr,
jaki i nadmiar jonéw miedzi w organizmie cztowieka moze by¢ zwiazany
Z wystgpowaniem wielu schorzen i chordb, m.in.: biataczki szpikowej, choroby
Hodgkina, przepukliny, t¢tniakdow, czy osteoporozy i anemii [3,5]. Urydyna jest
jednym z przedstawicieli nukleozydow pirymidynowych. Zbudowana jest z uracylu,
ktory jest jedna z zasad azotowych oraz pigciowegglowego cukru — rybozy.
W organizmie czlowieka wykorzystywana jest w syntezie RNA i glikogenu [6]. Jest
prekursorem trifosforanu urydyny oraz difosforanu urydyny [7]. Ponadto wchodzi
rowniez w sklad enzymu — fosforylazy urydynowej, ktory przeksztalca urydyne
w uracyl [6].

OH OH

Rys. 1. Wzér strukturalny urydyny.

Kwas glukuronowy jest jednym z przedstawicieli kwasow uronowych, a w swojej
budowie zawiera weglowy szkielet cukru oraz grupe karboksylowa [8]. Bierze on
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udziat w procesie detoksyfikacji organizmu [9]. Do jego pochodnych zaliczany jest
m.in.: kwas hialuronowy, ktory jest wykorzystywany w medycynie, farmacji i
przemysle kosmetycznym [10].

HO
HO

OH

Rys. 2. Wzor strukturalny kwasu D-glukuronowego.

Cze$¢ eksperymentalna: W celu zbadania przebiegu reakcji kompleksowania
w uktadzie potréjnym: jony miedzi(Il), urydyna, kwas D-glukuronowy
przeprowadzono badania potencjometryczne. Badania prowadzone bylty w $cisle
okre$lonych warunkach sity jonowej i1 temperatury oraz w atmosferze gazu
obojetnego. Przed kazdym pomiarem przeprowadzono kalibracje pH-metru
wykorzystujac dwa roztwory buforowe: wodoroftalan potasu o pH = 4,002 oraz
boraks o pH = 9,225, ponadto przeprowadzono kalibracje elektrody. Przygotowano
seri¢ probek dla badanego ukladu, w ktorych stosunek M:L:L’ wynosit 1:1:1,
a stezenie metalu i ligandow w ukladzie wyniosto 0,001 mol/dm’. Uktady
miareczkowano za pomoca roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 0,1874 mol/dm?,
w zakresie pH od 2,5 do 11,0. Wyniki badan potencjometrycznych analizowano za
pomoca programu komputerowego Hyperquad.

Wyniki: Analiza danych z badan miareczkowan potencjometrycznych potwierdzita
istnienie w ukladzie czterech form kompleksowych: Cu(Urd)H(GluA),
Cu(Urd)H,(GluA),  Cu(Urd)(GIuA)(OH) oraz  Cu(Urd)(GIuA)(OH);. Dla
otrzymanych form kompleksowych wyznaczono ogolne stale trwatosci (log B) oraz
state rownowag reakcji tworzenia (log K) (Tabela 1).

Tabela 1. Ogolne state trwato$ci, statle rownowag reakcji tworzenia oraz reakcje tworzenia kompleksow

w badanym ukladzie.

Kompleks Log B Reakcja Log K,
Cu(Urd)Ho(GIuA) | 21,96(4) UrdH + GIUAH + Cu? < Cu(Urd)H,(GIuA) 9,56(4)
Cu(Urd)H(GIuA) | 17,14(9) UrdH + GIuA + Cu?* <> Cu(Urd)H(GIuA) 7,92(9)

GIUAH + Urd +Cu® < Cu(Urd)H(GIuA) 13,96(9)

Cu(Urd)(GluA)(OH) | 3,42(7) Cu(Urd)(OH) + GIUA < Cu(Urd)(GluA)(OH) 7,14(7)
Cu(GluA)(OH) + Urd <> Cu(Urd)(GIuA)(OH) 5,77(7)

Cu(Urd)(GIuA)(OH); |-17,08(6) |  Cu(Urd)(OH); + GIuA <> Cu(Urd)(GIuA)(OH), 6,69(4)
Cu(Urd)(OH), + GIUA + H,0 <> Cu(Urd)(GIuA)(OH)s |  9:73(4)

Cu(GIUA)(OH), + Urd + H,0 <> Cu(Urd)(GIuA)(OH); | 6:36(4)
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Poprawno$¢ wybranego modelu potwierdzono na podstawie poréwnania krzywej
teoretycznej wygenerowanej komputerowo =z krzywa do$wiadczalng oraz
parametrow statystycznych. W zwiazku ztym sporzadzono wykres zalezno$ci
warto$ci pH od objetosci dodawanego titranta (Rys. 3).

— Krzywa doswiadczalna
— .= krzywa teoretyczna

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14 1.6
ml NaOH

Rys. 3. Porownanie krzywych dla uktadu jony miedzi(II)/urydyna/kwas glukuronowy.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykreslono krzywe dystrybucji form
powstajacych w badanym uktadzie (Rys. 4). Jak mozna zauwazy¢ proces
kompleksowania rozpoczyna si¢ juz przy pH ponizej 2,5 tworzeniem kompleksu
Cu(Urd)Hy(GluA), ktory wiaze ok. 90% jondéw miedzi(Il) i osigga maksimum przy
pH ok. 2,5. Kolejng forma powstajaca w badanym uktadzie jest forma
Cu(Urd)H(GluA), ktora swoje maksimum osiaga przy pH ok. 6,0 i wigze ok. 60%
jonow miedzi(IT). Kompleks ten wystepuje w uktadzie do pH ok. 8,0. Trzecig forma
obecng w roztworze jest forma Cu(Urd)(GluA)(OH), ktéra wigze 60% jonow
miedzi(I) i osiaga swoje maksimum przy pH ok. 8,0. Powyzej pH ok. 9,0
w uktadzie powstaje kolejny hydroksokompleks Cu(Urd)(GluA)(OH);. Forma ta
wigze ok. 40% jonow miedzi(Il), a swoje maksimum osigga poza zakresem badania.
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Rys. 4. Krzywe dystrybucji form kompleksowych powstajacych w uktadzie jony miedzi(ll)/urydyna/
kwas glukuronowy.

Whioski: Na podstawie przeprowadzonych badan potencjometrycznych oraz
analizie uzyskanych wynikow wyznaczono formy kompleksowe wystepujace
w badanym ukladzie. Wykazano istnienie czterech form kompleksowych:
Cu(Urd)H,(GluA), Cu(Urd)H(GIuA), Cu(Urd)(GluA)(OH) oraz
Cu(Urd)(GIuA)(OH);. Dla kazdej z form wyznaczono state trwato$ci oraz state
rownowag reakcji tworzenia. Wykreslono krzywe dystrybucji, a na ich podstawie
okres$lono procentowe zawartosci jonow miedzi(II) w powstajacych kompleksach
oraz ich pH dominacji.
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TERMODYNAMICZNE | SPEKTROSKOPOWE BADANIA
ZWIAZKOW KOMPLEKSOWYCH KWASU JABLKOWEGO
Z JONAMI METALI W UKEADACH PODWOJNYCH

J. FRYMARK, M. ZABISZAK, R. JASTRZAB, UAM, Wydzial Chemii,
ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614 Poznan.

Abstrakt: Badano reakcje kompleksowania w uktadach podwojnych zawierajacych
jony metali d-elektronowych (miedz, kobalt, nikiel) oraz kwas jabtkowy. Na
podstawie badan potencjometrycznych stwierdzono tworzenie si¢ zwigzkow
kompleksowych monomerycznych i dimerycznych oraz wyznaczono ich ogdlne
state trwatosci, wykorzystujac komputerows analiz¢ danych. Tworzenie si¢ form
kompleksowych potwierdzono poprzez wykorzystanie metod spektroskopowych
(UV-Vis, IR, EPR, NMR).

Woprowadzenie: Jony metali wystepujace w organizmach zywych nalezg zaréwno
do makro-, jak i mikroelementéw. Jony te pehlnig kluczowa rolg w miejscach
aktywnych wielu enzymow, a ich zwiagzki kompleksowe sg interesujace jako
modelowe zwigzki miejsc aktywnych enzyméw biologicznych [1-3]. Do jonow
odgrywajacych wazne role biologiczne zaliczane sg jony miedzi, kobaltu i niklu.
Jony te odgrywaja istotng role m.in. w transporcie tlenu, prawidlowym
funkcjonowaniu enzymow, wzroscie komorek, licznych reakcjach enzymatycznych
oraz funkcjonowaniu osrodkowego uktadu nerwowego [4]. Jony miedzi wystepuja
w takich enzymach jak dysmutaza ponadtlenkowa, oksydaza cytochromowa,
ceruloplazmina, ktéore sa wazne dla m.in. obrony przed wolnymi rodnikami,
oddychania komorkowego, syntezy melaniny [5]. Udowodniono takze, ze
nagromadzenie jondw miedzi moze by¢ toksyczne dla zdrowia cztowieka
i powodowac powazne choroby (np. Choroby Huntingtona, Alzheimera, Parkinsona,
Wilsona i Merkesa) [6]. Jony kobaltu sa niezbedne do syntezy witaminy Bi,,
aenzymy zaliczane do witamin B, takie jak izomerazy, metylotransferazy,
redukcyjne dehalogenazy biorg udzial m.in. w reakcjach syntezy DNA i syntezy
kwasdéw tluszczowych [7]. Enzymy takie jak ureaza, hydrogenaza, reduktaza
metylo-CoM i dehydrogenaza CO, syntaza acetyloCoA (CODH/ACS), w ktorych
w centrach aktywnych wystepuja jony niklu odgrywaja miedzy innymi kluczowa
rolg w cyklu weglowym [8]. Kwas jablkowy to jeden ze zwigzkow zaliczanych do
kwasow owocowych. Odgrywa on wazna role w cyklu Krebsa, gdzie powstaje jako
produkt uboczny. W cyklu tym odbywa si¢ utlenienie jablczanu do szczawiooctanu
przy uzyciu dehydrogenazy jablczanowej oraz powstawanie zredukowanej
czasteczki NADH. Proces ten zachodzi w mitochondriach w celu wytworzenia
energii zmagazynowanej w ATP. Powstale jablczany wspomagaja utrzymanie
rownowagi elektrolitycznej w komorkach. Ponadto kwas jabtkowy jest rowniez
powszechnie uzywany w zywnosci jako konserwant (E 296) do regulacji
kwasowo$ci w przetworach rybnych, emulgowanych sosach, sosach satatkowych,
satatkach i przetworach warzywnych [9]. Kwas jablkowy to czteroweglowy kwas
dikarboksylowy zawierajacy w swej budowie grupe hydroksylowg (Rys.1).
Obecnos$¢ asymetrycznej grupy hydroksylowej w stosunku do grupy karboksylowej
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powoduje, ze zwiazek ten moze tworzy¢ chelatowe kompleksy o réznej orientacji
jonowo-dipolowej zaréwno kompleksy monomeryczne jak rowniez dimeryczne.
Kwas jabtkowy nalezy do zwiazkow wykazujacych wiasciwosci chiralne, a jedna
z najbardziej skutecznych metod pozwalajacych na badanie zwigzkoéw chiralnych
i ich zwigzkow kompleksowych jest dichroizm kotowy (CD).

O

HO
OH

) OH

Rys 1. Kwas jabtkowy o konfiguracji L.

Cze$é eksperymentalna: Miareczkowanie potencjometryczne wykonano przy
uzyciu zestawu Titrino 702 Methrom wyposazonego w autobiurete Titrino 702SM
z elektrodg szklang kombinowang. Przed kazda serig pomiarowg wykonano
kalibracj¢ pH-metru stosujac roztwory buforowe o pH 4,02 i pH 9,22. Stezenia
jonow metalu w probee wynosity 0,001 mol/dm® a stosunek molowy jonu metalu do
ligandow wynosit 1:1 oraz 1:2. Miareczkowania prowadzono w temperaturze
20£1°C w atmosferze gazu obojetnego (hel 5.0) przy stalej sile jonowej wynoszacej
p= 0,1 mol/dm® (KNOs). Kazde miareczkowanie prowadzono w zakresie pH 2,5-
11,0 i powtarzano je dwunastokrotnie. Skiad 1 stale trwalo$ci obliczono
wykorzystujac komputerowa analiz¢ danych potencjometrycznych stosujac program
HYPERQUAD. Badania UV-Vis wykonano na spektrofotometrze Thermo Fisher
Scientific, model Evolution 300. Probki do badan zostaty przygotowane identycznie
jak do miareczkowania potencjometrycznego. Pomiary prowadzono dla probek przy
warto$ciach pH, w ktorych stgzenie danej formy kompleksowej byto najwyzsze.
EPR przeprowadzono w temperaturze -196°C (ciekly azot). SteZenie jonéw metalu
wynosito 0,005 mol/dm® w mieszaninie woda : glikol (3:1). Badania IR wykonano
na spektrofotometrze IFS 113v FT-IR firmy Bruker. Probki przygotowano
w roztworze D,0O przy stosunku molowym jon metalu:ligand 1:1 oraz 1:2 a st¢zenia
wynosity 0,01 mol/dm®. Badania *C NMR wykonano przy stezeniu liganda
0,01 mol/dm?i 75 krotnie mniejszym stezeniu jondw metalu.

Whyniki: W uktadach podwojnych jon metalu/kwas jabtkowy przy stosunku
molowym metalu do ligandu 1:1 oraz 1:2 ustalono tworzenie si¢ zwigzkow
kompleksowych sprotonowanych, jak i hydroksykomplekséw. Ponadto w przypadku
uktadow z jonami miedzi(Il) zaobserwowano wystgpowanie form dimerycznych.
Dystrybucje form kompleksowych dla badanych uktadow przedstawiono na rysunku
2. State trwalosci zwigzkéw kompleksowych wyznaczonych na podstawie
komputerowej analizy danych potencjometrycznych przedstawiono w tabeli 1.
Poréwnanie krzywej teoretycznej z krzywa eksperymentalng i relatywnie niskie
wartosci odchylenia standardowego (logf) potwierdzaja prawidlowos¢ wyboru
modelu kompleksowego w badanych uktadach.
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Tabela 1. Ogolne wartosci statych trwatoéci (logf) oraz state rownowagi reakcji chemicznych (logKe)
dla kompleksow w uktadach 1:1 oraz 1:2.

Forma Stosunek molowy 1:1 Stosunek molowy 1:2
kompleksowa logh logK. logs logKe
M(HL), 15.29(3) 5.89

MLH 8.96(3) 4.26
) ML, 11.37(5) 11.37 11.37(5) 11.37
cu M,L,(OH) 6.80(5) 9.20 6.80(5) 9.20
M_L,(OH), 1.13(3) 8.10 1.13(3) 8.10

Co? ML 3.06(2) 3.06
ML, 5.56(4) 5.56

MLH 8.40(5) 3.70

NiZ* ML 3.52(4) 352
M(HL), 14.72(6) 5.32
M(HL)(L) 10.64(8) 5.94
ML, 6.40(1) 6.40

Whnioski: W badanych uktadach podwojnych kwasu jablkowego z jonami
pierwiastkow d-elektronowych przy roéznym stosunku molowym reagentow
stwierdzono powstawanie komplekséw, w ktorych oznaczono odmienny typ
koordynacji. Dla uktadow z jonami miedzi (II) stwierdzono tworzenie glownie form
dimerycznych. W ukladach zawierajacych jony kobaltu(Il) oraz jony niklu(II)
zaobserwowano tworzenie jedynie form monomerycznych. Ponadto, zwigkszone
stezenie kwasu jablkowego w stosunku do jonu metalu skutkuje wystgpowaniem
dwoch jego czasteczek w wewnetrznej sferze koordynacyjnej jonu metalu(Il).
Analiza otrzymanych wynikow pozwala stwierdzi¢ wystepowanie zwigzkow
kompleksowych w calym badanym zakresie pH.
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REAKCJE KOMPLEKSOWANIA CYTYDYNY
Z FOSFOETYLOAMINA I JONAMI MIEDZI(II)

M. GABRYEL-SKRODZKA, M. NOWAK, M. ZABISZAK, R. JASTRZAB,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydzial Chemii, Zaktad Chemii
Koordynacyjnej, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614 Poznan.

Abstrakt: W ponizszej pracy opisano reakcje kompleksowania w ukladzie
potréjnym zawierajacym jony miedzi Cu®, fosfoetyloaming (enP) oraz cytydyne
(Cyd). Ogolne state trwalosci tworzacych sie w uktadzie komplekséw zostaty
Wyznaczone na podstawie badan potencjometrycznych potaczonych z komputerowsg
analizg danych. Sposob koordynacji w uzyskanych formach kompleksowych
okreslono poprzez szczegotowa analiz¢ badan spektroskopowych takich jak
UV-Vis, EPR, NMR, oraz FT-IR.

Wprowadzenie: Fosfor jest niezbednym do prawidtowego funkcjonowania
organizmu makroelementem budujacym w naszym organizmie z¢by i kosci. Grupa
fosforanowa taczac si¢ z nukleozydami purynowymi i pirymidynowymi tworzy dwa
najwazniejsze sposrod znanych biopolimeréw — DNA i RNA. Jony fosforanowe (V)
wystepuja rowniez w lipidach btonowych (fosfolipidach) i biora udziat
W metabolizmie lipidow i weglowodandéw, pomagaja w utrzymywaniu rOwnowagi
kwasowo-zasadowej oraz sa gtdwnym czynnikiem komorkowego cyklu
energetycznego [1-3]. Zwigzki zawierajagce w swojej budowie grupe fosforanows,
moga tworzy¢é polaczenia koordynacyjne z jonami metali. Do najczgsciej
wystepujacych w organizmie fosforylowanych ligandow zaliczamy nukleotydy.
Innymi waznymi czgsteczkami zawierajgcymi tg grupe funkcyjng sg fosfoseryna,
fosfotreonina, fosfoetyloamina i fosfocholina. Fosfoetyloamina (enP) jest produktem
posrednim w syntezie fosfatydyloetanoloaminy (PE) — jednego z najpowszechnigj
wystepujacych fosfolipidow, zarowno roSlinnych jak i zwierzgcych [4,5].
W wigkszoséci bton eukariotycznych fosfatydylocholina i fosfatydyloetanoloamina
stanowia facznie okoto 60-85% frakcji fosfolipidow. Fosfolipidy sa takze
strukturalnymi i funkcjonalnymi sktadnikami biomembran i odgrywaja dynamiczna
rolg w procesach regulacyjnych [6-8]. Nukleozydy pirymidynowe zbudowane sa
z zasady heterocyklicznej (uracylu, tyminy lub cytozyny) polaczonej wigzaniem
B-N;-glikozydowym z rybozg lub deoksyrybozg. Cytydyna oraz tymidyna wchodzg
w sktad DNA natomiast urydyna wchodzi w sktad tahcuchéw RNA czesto tworzac
sekwencje koncowa w mRNA, tzw. ,,ogon”. Nukleozydy pirymidynowe moga
tworzy¢ potaczenia koordynacyjne z jonami metali gtdéwnie poprzez endocykliczny
atom azotu N(3). W przypadku cytydyny (Rys.1) endocykliczny atom azotu N(3)
wykazuje zdecydowanie nizsza zasadowo$¢ czyli szybciej ulega deprotonacji,
a powstajace zwiazki kompleksowe wystepuja juz w nizszych warto$ciach pH. Jony
miedzi(Il) odgrywaja niezwykle istotng role w organizmach zywych, w tym
w organizmie cztowieka. Wchodza one w sktad wielu enzymow odpowiedzialnych
za kluczowe procesy biochemiczne [9]. W organizmach zywych w szerokim
zakresie pH jony miedzi moga tworzy¢ kompleksy z réznymi bioligandami, w tym
ze zwigzkami fosforylowanymi takimi jak fosfoetyloamina (Rys.1) oraz
z nukleozydami czy nukleotydami. Celowym jest zatem badanie potaczen
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koordynacyjnych, ktére pomoga pozna¢ izrozumie¢, w jakim stopniu
kompleksowanie wptywa na funkcje pelione przez bioligandy, w tym ligandy
fosforylowane, w organizmach zywych [10,11].

a) b) NH,

1
o. °oH NAO
Pig~NH:  HO
HO o
Hon of

Rys.1. Wzory strukturalne a) fosfoetanoloaminy b) cytydyny.

Cze$é eksperymentalna: Badania potencjometryczne przeprowadzono dla uktadu
potrojnego zawierajacego jony Cuzf fosfoetyloamine oraz nukleozyd pirymidynowy
- cytydyng Cu(Il)/enP/Cyd. Stosunek molowy jonoéw metalu do ligandéw wynosit
1:1:1. Miareczkowanie potencjometryczne przeprowadzono za pomocg zestawu
TITRINO wyposazonego w elektrode szklang kombinowang METROHM.
Kazdorazowo przed serig pomiarowa wykonywano korekt¢ odczytu pehametru
kalibrujgc zestaw na dwa bufory - wodoroftalan potasowy (pH=4,008) oraz boraks
(pH=9,225). Badania prowadzono w stalej temperaturze 20°C (+0,1°C),
w atmosferze helu, przy statej sile jonowej p=0,1M (KNOj3), uzywajac jako titranta
wolnego od weglanow roztworu NaOH, w zakresie pH=2,5-11,0. Wybdér modelu
oraz okres$lenie statych trwalo$ci powstatych komplekséw wykonano przy uzyciu
programu HYPERQUAD 2008, natomiast dystrybucje form wykreslono stosujac
program HySS. W celu weryfikacji wynikow z badan potencjometrycznych
korzystano z kryteriow opisanych wczesniej w literaturze [12]. Badania **C i *P
NMR wykonano w roztworach D,0 uzywajac roztworow NaOD oraz DCI do
ustalenia okre§lonych wartosci pH. Stosunek molowy jonéw miedzi do ligandow
wynosit 1:75:75, a stezenia ligandow wynosity 0,1M. Badania IR, podobnie jak
w przypadku badan NMR, wykonano w roztworach D,O. Badania UV-Vis
wykonano dla probek w roztworach wodnych, w ktorych stezenie jonu metalu
wynosito 0,02M. Badania EPR przeprowadzono w temperaturze -196°C. Stezenie
jonow Cu®* oraz stezenia ligandow wynosily 0,005M, a probki do badan
przygotowywane byly w mieszaninie woda: glikol (3:1). Dla badan
spektroskopowych (IR, UV-Vis i EPR) stosunek metalu do ligandow wynosit 1:1:1.
Pomiary prowadzono dla probek w wartosciach pH, w ktorych wystepuje
maksymalne stgzenie danego kompleksu.

Wyniki: W wyniku analizy komputerowej danych otrzymanych z miareczkowania
potencjometrycznego stwierdzono, ze w badanym uktadzie potréjnym
zawierajacych jony miedzi Cu®*, fosfoetyloamine oraz cytydyne, tworza sie
kompleksy protonowane typu MLHs;L'. MLH,L", kompleks prosty MLL oraz
hydroksykompleks MLL (OH) (Tabela 1).
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Tabela 1. Ogolne state trwalosci i state rownowagowe dla kompleksow powstajacych w ukladzie
potrojnym Cu(ll)/enP/Cyd.

Kompleks logP Reakcja logK

Cu(enP)H;(Cyd) 34,11(4)  Cu* + (H.enP) + (HCyd) S Cu(enP)H3(Cyd) 13,51
Cu(enP)H(Cyd) 28,66(3)  Cu(HenP) + (HCyd) S Cu(enP)Hx(Cyd) 10,88
Cu(enP)(Cyd) 15,13(3)  Cu* + (enP) + (Cyd) S Cu(enP)(Cyd) 15,13
Cu(enP)(Cyd)(OH)  5,39(4)  Cu(enP)(Cyd) + H,O 5 Cu(enP)(Cyd)(OH) + H* 4,12

Dla badanego uktadu wykreslono krzywe dystrybucji form poszczegdlnych
kompleksow (Rys. 2.). Na ich podstawie wyznaczono wartosci pH dominacji dla
poszczegdlnych kompleksow, co stanowilo podstawe do dalszych badan
spektroskopowych.

100

Cu(enP)Hy(Cyd) Cu(enP)H (Cyd) / Cu(enP)(Cyd

80

60 4

% Cul(ll)

40

20 4

pH

Rys.2. Diagram dystrybucji form dla uktadu Cu(Il)/enP/Cyd.

Analiza wynikéw uzyskanych z kilku niezaleznych metod spektroskopowych
umozliwita okreslenie sposobu koordynacji oraz stabych oddzialywan
w otrzymanych kompleksach. Parametry spektroskopowe z badan UV-Vis oraz EPR
wraz z ustalonymi chromoforami otrzymanych form kompleksowych przedstawiono
w Tabeli 2.

Tabela 2. Warto$ci parametrow spektralnych dla kompleksow w uktadzie Cu(Il)/enP/Cyd.

Kompleks pH Amax[NM] & [dm® mol*cm? g A chromofor
Cu(enP)H;(Cyd) 3,0 798 12.46 2.40 138 {10}
Cu(enP)H,(Cyd) 6,2 746 21.18 2.34 163 {1N, 10}

Cu(enP)(Cyd) 78 665 76.66 2.32 160 {2N, ,O}
Cu(enP)(Cyd)(OH) 10,3 645 94.67 - - {2N, O}

Pierwszy z powstajacych kompleksow, Cu(enP)H3(Cyd), dominuje w pH=3,0
wigzac niemalze caltkowita ilo§¢ jonoéw miedzi(II) obecna w roztworze. Na
podstawie badan UV-Vis, EPR i NMR stwierdzono, ze chromoforem jest {10}
pochodzacy od grupy fosforanowej enP (*P NMR A-4.99 ppm). Stabe
oddziatywania pomigdzy sprotonowang grupa aminowa enP oraz endocyklicznym
atomem azotu w pozycji N(3) cytydyny potwierdzity przesunigcia
charakterystycznych pasm w widmie IR. Przy pH=6,0 dominujaca forma
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kompleksowa jest Cu(enP)H,(Cyd). Na podstawie przesunie¢ w widmah UV-Vis
i EPR ustalono, ze w wewnetrznej sferze koordynacyjnej, oprocz atomu tlenu,
znajduje si¢ atom azotu. Aktywnos¢ grupy fosforanowej enP w kompleksowaniu
potwierdza znaczne przesuniecie w widmie **P NMR (-7,35 ppm), natomiast udziat
atomu azotu N(3) cytydyny potwierdzity badania *C NMR (C(2) -0.29 ppm, C(4) -
0.10 ppm). Brak aktywnos$ci grupy karbonylowej Cyd wykluczono na podstawie
braku przesuni¢¢ pasma dla niej charakterystcznego w widmie FT-IR.

Przy pH=6, zaczyna tworzy¢ si¢ kolejna z form kompleksowych Cu(enP)(Cyd),
ktéra dominuje w pH réwnym 8,0. Znaczna zmiana warto$ci Ams Swiadczy
0 wlaczeniu do wewngtrznej sfery koordynacynej kolejnego atomu azotu.
Zmniejszeniu ulega warto$¢ przesuniecia w widmie *P NMR dla kompleksu
w stosunku do widma wolnego liganda (A=-0,95 ppm), co $§wiadczy o wigkszej
efektynosci grupy aminowej w stosunku do grupy fosforanowej w procesie
kompleksowania jonéw miedzi(I). Zmiana warto$ci Ane dla Cu(enP)(Cyd)(OH)
swiadczy o wiaczeniu kolejnego atomu tlenu, pochodzacego od grupy
hydroksylowej, do wewnetrzej sfery koordynacyjnej. Przecuniccie w widmie P
NMR (A=-0,03 ppm) $wiadczy o zaniku aktywnoséci grupy fosforanowej
w wyzszych warto$ciach pH w badanym uktadzie.

Whioski: Dla badanego uktadu okre§lono powstajace, w szerokim zakresie pH,
formy zwiazkow kompleksowych oraz wyznaczono ich ogolne state trwatosci i state
rownowagi reakcji tworzenia. Za pomoca metod spektroskopowych okre§lono
sposob  koordynacji i aranzacj¢ przestrzenng dla poszczegdlnych form
kompleksowych. Stwierdzono, ze grupa fosforanowa stanowi aktywne centrum
metalacji dla jonow Cu?, zwlaszcza przy niskich wartosciach pH. Wraz ze
wzrostem zasadowosci otoczenia rosnie udzial grupy aminowej w procesie
kompleksowania. W przypadku cytydyny stwierdzono, ze endocykliczny atom azotu
N(3) jest gtownym miejscem stabych oddzialywan w niskim pH, a wraz ze
wzrostem zasadowosci otoczenia — gtéwnym miejscem kompleksowania.

Badania finansowane z grantu No. POWR.03.02.00-00-1026/16
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BADANIA SPEKTROSKOPOWE | TEORETYCZNE KWASU
MIGDALOWEGO I JEGO KOMPLEKSOW Z KOBALTEM
I MIEDZIA

M. PARCHETA, R. 'SWISLOCKA, Politechnika Biatostocka, Wydziat
Budownictwa i Nauk o Srodowisku, Katedra Chemii, Biologii i Biotechnologii,
ul. Wiejska 45 E, 15-351 Biatystok.

Abstrakt: W pracy poréwnano struktury kwasu migdatowego i jego kompleksow
z miedzia 1 kobaltem, za pomoca spektroskopii FT-IR. Wykonano réwniez
obliczenia kwantowo-mechaniczne struktury badanych zwigzkéw oraz widma
teoretyczne. Na podstawie obliczen wyznaczono rozklad tadunku elektronowego
W czasteczkach. W oparciu o dhlugosci wigzan wyliczony zostatl indeks
aromatyczno$sci HOMA. Wyznaczono katy miedzy atomami zar6wno w kwasie
migdalowym jak i omawianych kompleksach. a takze wyznaczono energie orbitali
HOMO i LUMO. Obliczono réwniez parametry elektronowe tj. chemiczna
twardos¢, mickkos¢, powinowactwo elektronowe, potencjal  jonizacji,
elektrofilowo$¢ 1 elektroujemnosé. Uzyskane wyniki dla kwasu migdatlowego
odniesiono do wynikow otrzymanych dla migdalinianu wapnia i kobaltu, by okresli¢
wplyw kompleksowania metalami bloku d na struktur¢ badanych zwigzkow.

Wprowadzenie: Kwas migdatowy nalezy do a-hydroksykwasow, ktore
charakteryzujg si¢ wlasciwosciami optycznymi, wynikajacymi z obecno$ci
chiralnego atomu wegla, do ktorego przylaczone sa grupy: karboksylowa,
hydroksylowa i pierScien aromatyczny [1]. Wystepuje on w postaci dwoch
izomerow optycznych: kwasu D-migdalowego 1 kwasu L-migdatowego.
Po raz pierwszy zostat odkryty w roku 1909 przez V.K Krieble oraz J.W. Walkera.
W $rodowisku naturalnym wystepuje w pestkach moreli, pestkach wisni, a przede
wszystkim w gorzkich migdatach. Kwas ten wykazuje silne wiasciwosci odkazajace
i antybakteryjne. Czesto bywa poréwnywany z najprostszym o-hydroksykwasem,
czyli kwasem glikolowym, jednak ze wzgledu na wigksza mase czasteczkowa,
czasteczki kwasu migdatowego napotykaja wigksze trudnosci w przenikaniu przez
skore, dzigki czemu stosowanie tego kwasu jest bezpieczniejsze dla zdrowia [2].
Dzieki szerokiemu rozpowszechnieniu w naturze, a-hydroksykwasy, takie jak
omawiany kwas migdatlowy, sa stosowane w preparatyce chemicznej jako
substancja pomostowa w syntezie rozbudowanych struktur, ktérych sktadowymi
sa metal oraz czasteczki nieposiadajace centrum symetrii [3]. Kwas migdatowy
stanowi prekursor do syntezy zwiazkow chiralnych, ktorych struktura stabilizowana
jest wewnatrz — i zewnatrz czasteczkowymi wigzaniami wodorowymi, a takze
oddzialywaniami pierScienia aromatycznego, dzigki czemu produkty syntezy
charakteryzuja si¢ wysokim uporzadkowaniem struktury [4]. Ze wzgledu
na obecno$¢ wielu centrow koordynacyjnych, np. atomu tlenu grupy karboksylowe;j
i obecnos¢ grupy hydroksylowej, istnieje wiele mozliwosci koordynowania metali
przez kwas migdatowy. Na Rys.l przedstawiono roézne sposoby koordynowania
metali przez czasteczke kwasu migdatowego.
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Rys.1. Sposoby koordynowania metali przez kwas migdatowy - a: struktura kwasu migdatowego, b-d:

koordynacja chelatowa z utworzeniem pigciocztonowego pierscienia z udzialem grupy karboksylowej

i hydroksylowej w kompleksowaniu metalu, e- koordynacja metalu z udziatem grupy karboksylowe;j,
f — koordynacja z utworzeniem czteroczlonowego pier$cienia z centrum metalicznym [5].

Czes¢ eksperymentalna: Kompleks kwasu migdalowego z kobaltem i miedzig
otrzymano przez zmieszanie wodnych roztworéw migdalinianu sodu z sola
chlorkowa kobaltu i miedzi w stosunku stechiometrycznym 2:1. Widma FT-IRgg,
zarejestrowano na spektrofotometrze TF Alfa marki Bruker z oprogramowaniem
OPUS. Probke przygotowano w formie pastylek uzyskanych przez prasowanie
probki z bromkiem potasu. Za pomoca spektroskopii FT-IRyg, Sprawdzono jaki
wplyw na strukture kwasu migdalowego ma kompleksowanie tego ligandu
kobaltem(II) i miedzig(I). Obliczono teoretyczne widmo Ramana i IR dla
migdalinianu kobaltu i miedzi odniesiono je do wynikéw eksperymentalnych. Za
pomoca oprogramowania Gaussian 09 wykonano optymalizacje struktury kwasu
migdatowego i jego soli z kobaltem, a nastgpnie wyznaczono katy migdzy atomami
i dlugosci wigzan w czasteczkach. W oparciu o wyznaczone dlugos$ci wigzan
wyliczono indeksy aromatyczno§ci HOMA dla badanych zwigzkoéw. Obliczony
zostat rowniez rozktad tadunku NBO w czgsteczkach. a takze wartosci energii
orbitali HOMO i LUMO. W oparciu o wartosci energii HOMO i LUMO obliczono
luke elektronowa oraz migkkos¢, twardos¢ chemiczng i elektrofilowos¢. Wszystkie
obliczenia prowadzono metoda DFT, z funkcjonalem B3LYP z zastosowaniem bazy
LANL2DZ.

Wyniki: Orbitale HOMO soli kwasu migdatowego rozmieszczone sg w obrebie
pierscienia aromatycznego, natomiast orbitale LUMO zlokalizowane sa w obrgbie
grupy karboksylowej. W przypadku kwasu migdatlowego orbitale molekularne
HOMO i LUMO rozmieszczone sa rownomiernie. Wartos$ci energii HOMO dla
kwasu migdatowego, migdalinianu kobaltu i migdalinianu miedzi wynosza
odpowiednio: -6,95; -7,19; -7,21 eV, natomiast warto$ci energii LUMO dla tych
zwigzkéw sg odpowiednio roéwne: -1,22; -3,62; -1,62 eV. Znajomos$¢ wartosci
energii HOMO i LUMO pozwolita na wyznaczenie parametrow elektronowych
przedstawionych w tabeli 1.
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Tabela 1. Parametry elektronowe kwasu migdatowego i jego kompleksow z miedzia(Il) i kobaltem(II).

Zwiazek Twardos¢ Migkkos¢  |Elektrofilowos¢ Luka Elektroujemno$é¢| Potencjat
chemiczna | chemiczna [eV] elektronowa [eV] jonizacji
[eV] [eV] [eV]
Kwas 2,87 2,87 2,90 5,74 4,08 6,95
migdalowy
Migdalinian | 4 59 0,78 13,08 2,58 5,81 7,10
miedzi
Migdalinian 1,76 057 8,22 3,52 5,38 7,14
kobaltu

Wartos$¢ luki elektronowej okresla reaktywnos$¢ zwiazku. Im wigksza jest wartosé
luki elektronowej, tym wigkszg reaktywnoscig charakteryzuje si¢ dany zwiazek
chemiczny. Potencjat jonizacji okresla zdolno$¢ zwiazku do oddawania elektronu.
Wraz ze wzrostem potencjalu jonizacji, rosnie warto$¢ energii niezbednej
do oderwania elektronu. Poréwnano rowniez indeksy aromatycznosci HOMA,
obliczone w oparciu o dlugosci wigzan migdzy atomami wegla w pierScieniu
aromatycznym. Numeracj¢ atomoéw przedstawiono na Rys. 2.

(b)

13H *12H

o 11 H
13 C 11 C

14C

14H Jlg._.
5

15 H
16 C

Rys.2. Numeracja atomow w czasteczce kwasu migdatowego (a) i jego kompleksow (b).
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Wartosci dtugos$ci wigzan i indeksy aromatycznosci HOMA zostaly przytoczone
w tabeli 2.

Tabela 2. Warto$ci dtugosci wiazan miedzy atomami w czasteczkach badanych zwiazkow.

Zwiazek Potozenie wigzania|Dhugo$¢ wigzania [A]|Indeks aromatycznosci HOMA
1-2 1,41177
2-3 1,40635
. 3-4 1,40905
Kwas migdatowy 45 140725 0,892
5-6 1,40826
6-1 1,40774
1-2 1,41276
2-3 1,40623
. . N 3-4 1,41102
Migdalinan miedzi 45 140881 0,880
5-6 1,40889
6-1 1,40919
1-2 1,40761
2-3 1,40821
Lo 3-4 1,40724
Migdalinian kobaltu 45 140886 0,893
5-6 1,40642
6-1 1,41165

Obliczono rozktad tadunkéw NBO dla kwasu migdatowego i jego kompleksow
z miedzia(Il) i kobaltem(II). W tabeli 3 przedstawiono obliczone wartosci tadunkow
na poszczeg6lnych atomach w czasteczkach badanych zwigzkow.

Tabela 3. Rozktad fadunkow NBO dla kwasu migdatowego i jego kompleksow.

Kwas migdatowy Migdalinian miedzi(ll) Migdalinian kobaltu(l)
atom|Nr. atomu fadunek | atom |Nr. atomu| tadunek |atom |Nr. atomu| tadunek
C 1* 0065 C |1 9 -0,078 c (1] 9 -0,064

2 -0,221 2] 10 | -0,216 2| 10 |-0,214

3 -0,207 3| 11 | -0,209 3| 11 | -0,203

4 -0,215 4| 12 | -0,212 4| 12 | -0,213

5 -0,204 5] 13 | -0,211 5| 13 | -0,203

6 -0,213 6| 14 | -0,211 6| 14 | -0,224

7 0,041 7| 15 0,04 7| 15 0,045

8 0,834 8| 16 0,844 8| 19 0,821

H 2 0230 | H [2] 10 0,237 H [2] 10 0,239
3 0,220 3| 11 0,233 3| 11 0,222

4 0,220 41 12 0,232 41 12 0,221

5 0,221 5| 13 0,233 5| 13 0,222

6 0,237 6| 16 0,233 6| 14 0,734

7 0,245 7] 15 0,242 7| 15 0,255

8 0,498 8| 16 0,512 8| 16 0,501

0} 1 -0,781| O |1| 6 -0,790 O |1 6 -0,775
2 -0,621 2| 4 -0,720 2| 4 -0,652

3 -0,733 3| 5 -0,703 3| 5 -0,673

Cu 1,108 Co 0,922

*numeracja wg rys. 3,

85



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Potozenie pasm w widmach FT-IR kwasu migdatowego zestawiono w tabeli 4,
z potozeniami odpowiadajacych im pasm dla migdalinianu kobaltu i miedzi,
zarowno w widmach eksperymentalnych, jak i teoretycznych. Obliczone zostaly
intensywnosci  drgan w  widmie @ FT-IR  analizowanych  zwigzkéw.

Tabela 4. Wartosci liczb falowych i intensywnosci pasm w widmach migdalinianu kobaltu i miedzi
w odniesieniu do kwasu migdatowego.

Kwas migdatowy [7] Migdalinian kobaltu Migdalinian miedzi o
IREksp Rexy | Teoret IREksp Teoret IREksp Teoret Przypisanie
[em™] [em™ |fem™| Intig | [em™ |[em?]| Int.r | [em™] [[em™]| Int.g [61
3400 (5) 323 | 77 | 3647 (w) |3643| S22 |3851 (v | 3687 | 230 | voH
3193] 0,1 32,5
3070 (m) [3064 (vs)| 3228 | 21,4 | 3065 (s) 03 |3065 M) | 05| 350 | vCH | 2
3031 (m) [3049 (m)| 3216 | 25,1 | 3045 (w) | 3104 gs 3049 () VCH [20a
2967 (m) 3202 | 123 | 2994 (w) 2992 (W) VCH_|20b
2927 (m) 3101 | 0.1 v=CHOH
2716 (m) 3112 | 102 |2739 (vw) 2787 (W) v.CHOH
1716 (vs) | 1719 (m)| 1700 | 2448 VC=0
1575 (vs)| 1651 | o5 | 1638 (vs) | 1632 | 39 | vaCOO
1588 (w) |1588 (w)| 1523 | 22,7 1523| 407 | 1582 (m) 1522 | %22 | vee [eb
1497 () 1479 | 124 | 1497 (w) | 1483 167'13 1497 (w) | 1483 égg vCC  |19a
2318 1467 2.2
1452 (w) 1420 | 182 | 1456 (w) 1456 | 350 | 1456 W) | Tpot [sprg| vCC [190
1416 965 1418 62,8
1412(M) | 1414 | 2787 | 1351 (M) | 1414 |367,9| V:COO
1382 480 33 | POH
1378 (m) 1380 | 06 |1365(m) e 1376 | 33 | < ohon
1291 361 1341 (1023| BOH
1299 (5) (1295 )| 1300 | 37.3 | 1280 (m) | 1200 | 35 | 1286 (w) 78] o
37,3 16,4 | tCHOH
1253 (w) (1256 (w)| 1257 | 203 | 1252 ) | 1245| 3 | 1256 ) | 1306 | 05! | *H1D
1229 (m) |12220w)| 1222 | 08 1221 881 | ocHOH
1192 (m) 1192 (m)| 1203 | 16,7 | 1200 (w) | 1204 ggi 1197 (w) | 1202 gf BCH |9
1156 (vw) | 1155 W) | 1121 | 511 BCH |9b
1062 (s) |1058(vw)| 1054 | 582 | 1079 (m) | 1055 igg 1079 w) | 1100 | 53 | pen (18
1028 w) |1030 (m)| 1028 | 15 | 1023 (w) |1033| I% |1023 w) 1050 | 32| pen |asb
19 | accC
1004 (w) | 1004 (9) | 1016 | 13 | 1007(m) [1016 11 | 998(w) |1015| ;7 | 9SS |12
940 (m) 976 | 51 | 952(w) | 981 gg 943 (w) | 971 gi /CH |17a
05 9226] 2.8
889 (m) 890 | 302 | 921() | gor | oy [8620m) |gore| 5y [vC-COO
855 (W) | 858 (W) | 864 | 5.1 BC-0
789 | 38 807 | 7.1
768 () |768(w)| 769 | 723 | 797 (W) | Jo2 | 2 | 800 | goa | ot | veH |1t

86




Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

733(s) | 732w) | 729 | 371 | 752 (m) ;gz 72%22 75am) | 0] 223 | ocC | 4
243
724 | £33 | BCOO
697 (5) 710 | 41,7 acCC | 1
687 | 152 690| 0.7
698 (5) | gg3 | 123 | 694(M) |gg3| 3441 | YCOO
528 (m) 564 | 44,7 | 520 (m) | 535 | 82 | 528 (W) |520| 6,6 | yOH
494 (m) 494 64 499| 28 | oCC | 16b
467 () 446| 54 | 438 (W) 460 (vw) oCC | 16a

Oznaczenia: vs-bardzo mocne, s-mocne, m-s$rednie, w-stabe, vw-bardzo stabe, v-rozciagajace,
B-zginajace w plaszczyznie, y-zginajace poza ptaszczyzng, 3-nozycowe, o-zginajace pierscienia,
¢-deformacyjne pier$cienia,w-wachlarzowe,t-skrecajace

W widmie kwasu migdatlowego obecne sa pasma pochodzace od drgan
rozciagajacych grupy karbonylowej przy 1716 cm™ (FT-IR). Utworzenie kompleksu
kwasu migdalowego z miedzia i kobaltem skutkuje zmianami w strukturze
elektronowej, co prowadzi do zmiany potozenia pasm w widmach tych
kompleksow. W wyniku podstawienia wodoru grupy karboksylowej atomem metalu
w widmach kompleksow zanikly pasma pochodzace od drgan rozciggajacych ve-o
i zginajacych Pc-o. Natomiast pojawily si¢ pasma drgan rozciggajacych
asymetrycznych grupy karbonylowej w przypadku migdalinianu miedzi przy 1638
cm® i dla migdalinianu kobaltu przy 1575 cm™® oraz drgan rozciagajacych
symetrycznych przy 1351 cm™ dla mingdalinianu miedzi i 1412 cm™ dla
migdalinianu kobaltu. Pojawily si¢ rowniez drgania deformacyjne poza ptaszczyzng
grupy karboksylowej ys w polozeniu 698 cm™ oraz 694 cm™ odpowiednio dla
migdalinianu kobaltu i miedzi. Zmiany potozenia pasm i intensywnosci drgan
pier§cienia aromatycznego wskazujg na zmiane gestosci elektronowej w przypadku
uzyskanych soli.

Whioski: Z analizy widm FT-IR wynika, ze kwas migdatowy z miedzig(Il)
i kobaltem(ll) tworzy kompleksy poprzez podstawienie wodoru grupy
karboksylowej atomem metalu, ktérego obecno$§¢ ma duzy wplyw na zmiany
gestosci elektronowej pierScienia aromatycznego w uzyskanych kompleksach.
Swiadczg o tym przesuniecia pasm odpowiadajacych drganiom piercienia
aromatycznego oraz zmiany ich intensywnos$ci. Przewaznie obserwuje si¢ wzrost
warto$ci liczbowych tych parametrow. Uwzgledniajac réznice w wartosciach liczb
falowych pochodzacych od drgan rozciagajacych asymetrycznych i symetrycznych
anionu karboksylanowego (Av) w badanych kompleksach w poréwnaniu do tych
pasm w widmie soli sodowej mozemy okresli¢ przyblizony typ koordynacji metal —
ligand. W przypadku migdalinianu kobaltu jest to koordynacja dwupozycyjna
mostkujaca, natomiast w przypadku migdalinianu miedzi koordynacja
jednopozycyjna. W oparciu o obliczone wartosci luki elektronowej badanych
zwigzkéw mozna stwierdzi¢, ze migdalinian kobaltu i miedzi wykazuje wigksza
reaktywno$¢ od kwasu migdatowego, poniewaz wartos¢ liczbowa luki elektronowej
dla kwasu jest najwigksza. Jednocze$nie kompleksy kwasu migdatowego wykazuja
wigksza stabilno$¢ od czystego ligandu, poniewaz obliczone dla nich wartosci
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potencjalu jonizacji sa wyzsze w poréwnaniu z potencjalem jonizacji kwasu
migdatowego.

Praca wykonana w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki nr.
2017/31/NZ7/03083.
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LUMINESCENCYJNE WEASCIWOSCI POLIMERU
KOORDYNACYJNEGO Dy(l11)
Z KWASEM 1H-PIRAZOLO-3,5-DIKARBOKSYLOWYM

D. VLASYUK!, R. LYSZCZEK', A. JUSZA? R. PIRAMIDOWICZ?, '"UMCS,
Katedra Chemii Ogo6lnej, Koordynacyjnej 1 Krystalografii, Instytut Nauk
Chemicznych, Wydziat Chemii, Plac Marii Curie-Sktodowskiej 2, 20-031 Lublin;
*politechnika Warszawska, Instytut Mikroelektroniki i Optoelektroniki, Zaklad
Optoelektroniki, Ul. Koszykowa 75, 00-662 Warszawa.

Abstrakt: Celem pracy bylo okreslenie wla§wiwosci luminescencyjnych polimeru
koordynacyjnego jonéw Dy(Ill) z kwasem 1H-pirazolo-3,5-dikarboksylowym.
Proces kompleksowania oraz wiasciwosci termiczne otrzymanego kompleksu
zostaly przebadane za pomocg spektroskopii w podczerwieni (ATR-FTIR) oraz
roznymi metodami analizy termicznej (TG, DSC) w atmosferze powietrza.
Zarejestrowano widmo wzbudzenia, widmo emisyjne oraz krzywa zaniku
fluorescencji dla 1H-pirazolo-3,5-dikarboksylanu dysprozu(lll) otrzymanego
w warunkach hydrotermalnych.

Wprowadzenie: Od wielu lat szeroko stosowang metodg wytwarzania wysoko
luminescencyjnych materiatdéw jest wbudowywanie jonéw lantanowcow (Ln) do
funkcjonalnych struktur szkieletowych. Jony lantanowcow sg atrakcyjnymi
lumoforami ze wzglgdu na ich waskie widma emisyjne, nawet w roztworze, jednak
przejscia elektronowe lantanowcow, ktore powodujg emisj¢ fotondw sg ekranowane
przez powloke 5d. Przejscia elektronowe Ln(III) sg zabronione przez reguty wyboru
(Laporte), co prowadzi do stabej absorbcji i niskich wydajnosci kwantowych.
Rozwiazaniem, tego problemu jest kompleksowanie pozadanego lantanowca z silnie
absorbujacym ligandem organicznym. W  obecno$ci silnego sprzg¢zenia
oscylacyjnego pomiedzy ligandem a jonem metalu, mozna osiagna¢ bezposredni
transfer energii z tatwiej dostgpnego stanu wzbudzonego liganda do odpowiedniego
poziomu energii metalu. To sprzezenie prowadzi do zwickszenia intensywnosci
luminescencji i jest powszechnie znane jako efekt ,,antenowy” [1]. Jak wspomniano
powyzej, wydajnos¢ luminescencji lantanowca w kompleksach organicznych jest
zwykle osiggana przez zastosowanie ligandéw ,antenowych”, ktore skutecznie
przenosza energi¢ uzyskang w wyniku absorpcji fotonow do jonéw Ln w strukturze
kompleksu (Rys. 1). W wiekszo$ci kompleksow Ln, transfer energii zachodzi ze
stanu wzbudzonego tripletu liganda do stanu emisyjnego Ln. Fakt ten ma istotne
konsekwencje dla wyboru liganda organicznego podczas projektowania tego typu
zwiazkow. Efekt anteny w wielu przypadkach obejmuje trzy sekwencyjne przejscia
i relaksacje emisyjna do stanu podstawowego lantanowca (Rys. 1) [1,2].

89



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Stany
wzbudzone
liganda

- )’Ii% Transfer energii
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Wzbudzenie % s
Liganda Stan emisyjny Ln

by -
hvp,

Stan podstawowy

Rys. 1. Diagram pozioméw energetycznych stanow emisyjnych jonow lantanowcow (111) [2].

W niniejszej pracy za taka anteng transferu energii, postuzyt kwas 1H-pirazolo-3,
5-dikarboksylowy, ktory wykazuje dobre wiasciwosci kompleksujace wzgledem
jonow Ln(III) a jednoczes$nie zawiera w swojej budowie grupy chromoforowe C=0
i pierscien pirazolowy ktory jest uktadem sprz¢zonych wiagzan w, ktore z kolei moga
absorbowac¢ kwanty promieniowania i transferowac¢ je do jonu centralnego.

Czes¢ eksperymentalna: Synteza kompleksu o wlasciwos$ciach luminescencyjnej
zachodzita w warunkach hydrotermalnych. Zdeprotonowany kwas pirazolo-3,5-
dikarboksylowy (1,5 mmol, 25 cm® zostal zmieszamy z wodnym roztworem
azotanu(V) dysprozu(lll) (Immol, 20 cm® w wyniku czego pH mieszaniny
reakcyjnej wynosito 4,5. Otrzymang zawiesing przeniesiono do naczynia
teflonowego i zamknieto w stalowym autoklawie. Dla osiggniecia warunkdéw
hydrotermalnych naczynie reakcyjne z mieszaning byly ogrzewane izotermicznie
w 120°C przez 72 godziny. Otrzymany osad zostal odsaczony, przemyty woda
destylowang oraz wysuszony w temperaturze pokojowej. Widmo wzbudzenia,
emisji oraz czas zaniku fluorescencji otrzymanego kompleksu zostaty
zarejestrowane na aparacie Horiba PTI Quanta-Master. Widma rejestrowane
w temperaturze pokojowej. Widmo (ATR-FTIR) otrzymanego zwiazku
zarejestrowano na Spektrofotometrze Nicolet 6700 z przystawka diamentowa
w zakresie 4000-600 cm™. Krzywe TG/DSC zarejestrowano na analizatorze
termicznym Setsys 16/18 firmy Setaram, w przeplywowej atmosferze powietrza
z szybkos$cig grzania 10°C/min.

Whyniki: Dla potwierdzenia zajécia reakcji kompleksowania, przeprowadzono
analizg¢  widmi ATR-FTIR wolnego kwasu H,PDCA oraz zsyntezowanego
kompleksu Dy,HPDCA-nH,O (Rys. 2). Zanik pasma absorpcyjnego v(C=0) przy
1687 cm™ na widmie kwasu H,PDCA (Rys. 2a) oraz powstanie dosyé szerokich
pasm przy liczbach falowych 1579 cm™ oraz 1359 cm™ na widmie kompleksu (Rys.
2b) pochodzacych od drgan rozciggajagcych asymetrycznych v, (COQ)
i symetrycznych v{(COO) grup karboksylanowych, $wiadcza o deprotonacji liganda
i powstaniu wigzan koordynacyjnych migdzy metalem a grupami karboksylanowymi
liganda.
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Rys. 2. a) Widmo ATR-FTIR wolnego kwasu H,PDCA, b) Widmo ATR-FTIR kompleksu
Dy,( HPDCA)3-6H.0.

Analiza termiczna wykazata, ze otrzymany zwigzek jest termicznie stabilny do
temperatury 102°C a w zakresie temperatury 102-219°C zachodzi proces
dehydratacji, podczas ktorego sa uwalniane czgsteczki wody z sfery koordynacyjne;j.
Ubytek masy na krzywej TG, wskazuje na obecno$¢ 6 czasteczek wody w strukturze
kompleksu. Po procesie dehydratacji nastepuje proces rozkladu bezwodnego
kompleksu do tlenku Dy,0s, ktory zachodzi w zakresie temperatury 219-712°C.
(Rys. 3).
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Rys. 3. Krzywe TG, DTG oraz DSC otrzymanego kompleksu Dy,HPDCA<*6H,0.

Widmo wzbudzenia kompleksu Dy,HPDCA<6H,0O (Rys. 4a) zarejestrowano przy
572 nm. Widmo sktada si¢ z szerokiego pasma w zakresie 230-280 nm (maksimum
przy 272,5 nm) pochodzacego od H3zPDCA oraz szetregu pasm zwigzanych
z przejéciami f-f elektronowymi w jonie Dy(l11). Najsilniejszepasma przy 325, 350,
365, 387, 427, 453 i 475 nm zwigzane sa z przejéciem ze stanu podstawoego ° Hig
dysprozu(IIl) do standéw *Mizyz ; ® P7p +*Ma; * L, “Fr+*lizi, ‘G, * lispp Oraz
Forz.
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Rys. 4. a) Charakterystyka wzbudzeniowa probki Dy(III) (Hspdca), emisja monitorowana: 572 nm;
b) charakterystyka emisyjna probki Dy(III) (Hspdca), pobudzanie: 272.5 nm (ligandy)
oraz 365 nm (poziomy energetyczne dysprozu) wraz z dynamika fluorescencji.

Widma emisyjne kompleksu Dy,HPDCA-6H,0O zarejestrowano przy wzbudzeniu
swiattem o dlugosci 275.5 nm oraz 365 nm (Rys. 4b). Kompleks dysprozu(lll)
z kwasem 3,5 pyrazolodikarboksylowym, $wieci do$¢ intensywnie w zakresie
widzialnym (dominujgce pasma w zakresie zo6ttym i niebieskim) zaréwno przy
pobudzaniu przez pasmo wzbudzenia ligandow (272,5 nm), jak i bezposrednio przez
wysokolezace poziomy energetyczne jonow dysprozu (365 nm). Widmo emisyjne
badanego kompleksu wykazuje pasma przy 479, 488; 572 oraz 660 nm, ktdre
zwigzane sg z emisjg promieniowania ze stanu wzbudzonego *Fg, do pozioméw
6H15/2, H 130 Oraz GHM,Z [3]. Pomiary dynamiki fluorescencji wskazuja, ze czas zycia
poziomu “Fgy, jest bardzo krétki (na poziomie pojedynczych ps, podczas gdy dla
materiatow krystalicznych i szklanych ksztaltuje si¢ na poziomie powyzej 1 ms).
Nie zaobserwowano zmiany dynamiki fluorescencji przy réznych pobudzaniach
probki.

Whioski: W warunkach hydrotermalnych otrzymano nowy kompleks jonow Dy(III)
z kwaseml1H-pirazolo-3,5-dikarboksylowym. Zwigzek zawiera w strukturze takze
szes¢ czasteczek wody. Kompleks jest stabilny termicznie w temperaturze
pokojowej, a ogrzewanie prowadzi do procesu dehydratcji powyzej 102°C.
W wyzszych temperaturach nastepuje dalszy rozklad kompleksu do Dy,0s.
Otrzymany zwiazek kompleksowy charakteryzuje si¢ emisja $wiatta zielono-
z6ltego. Wyniki badan wskazuja, iz zastosowany ligand w ograniczonym stopniu
pehni rolg anteny.
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POLIMERY KOORDYNACYJNE NA BAZIE JON ow
CYRKONU(IV) I WYBRANYCH JONOW
LANTANOWCOW(II)

M. GROSZEK, R. LYSZCZEK, UMCS, Instytut Nauk Chemicznych, Wydzial
Chemii, Katedra Chemii Ogolnej, Koordynacyjnej i Krystalografii, Pl. Marii
Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Zawarto podstawowe informacje odnosnie sieci metalo-organicznych
oraz warunkow syntezy i charakterystyke zwiazkow kompleksowych cyrkonu(I1V)
dotowanych jonami lantanowcow(I11) na bazie kwasu
1,4-benzenodikarboksylowego. Celem  przeprowadzonych  badan  byla
charakterystyka otrzymanych sieci metalo-organicznych z wykorzystaniem
spektroskopii w podczerwieni (ATR-FTIR).

Wprowadzenie: Zwiazki chemiczne 0 strukturze typu MOF (z ang. metal-organic
framework) sa znane od pdznych lat 50 ubieglego wieku i ciagle odkrywane sa
nowe wiasciwosci aplikacyjne tych struktur [1]. Termin MOF zostat wprowadzony
do jezyka naukowego w 1999 przez O.M. Yahgi. Pod wzgledem chemicznym Sieci
metalo-organiczne zaliczane sg do polimerow koordynacyjnych, ktorych struktura
wynika bezposrednio z powstajacych wigzan koordynacyjnych pomigdzy jonami
metali, a ligandami organicznymi. Zgodnie z terminologia ITUPAC kompleksy
o charakterze MOF zbudowane sg z centr metalicznych nazywanych weztami oraz
ligandow organicznych — tacznikow i ponadto musza mie¢ potencjalnie charakter
porowaty [2]. Drugorzedowe jednostki budulcowe SBU (z ang. secondary building
unit) sg elementem powtarzajagcym si¢ w porowatych sieciach zbudowanych
z r6znych lacznikéw. Kontrola wielkos$ci porow oraz podstawowych wiasciwosci
chemicznych jest mozliwa dzigki jednostkom SBU, ktore moga by¢ w relatywnie
prosty sposob modyfikowane. Przyktadem sieci metalo-organicznych bazujacych na
takich jednostkach s3 MOF-y oparte na jonach Zr(IV) (min. UiO-66 oraz UiO-67).
Zwiazki te zawieraja jednostki [ZreOs(OH),]'*, ktore sa polaczone ze soba
odpowiednio przez tacznik 4,4’-bifenylodikarboksylanowy oraz 1,4-dikarbokosylan
[3]. Sieci metalo-organiczne znajduja si¢ w centrum zainteresowania glownie
z powodu swojej bardzo duzej powierzchni wlasciwej siggajacej nawet powyzej
6000m?/g (DUT-32) czesto nie mozliwej do osiggniecia przez inne materialy
porowate [4]. Innymi pozadanymi przez §wiat nauki wlasciwosciami sg stabilno$é
chemiczna oraz coraz wieksza wydajno$¢ katalityczna. W medycynie MOF-y sg
coraz cze$ciej uzywane jako nosniki substancji leczniczych, dzigki rozwigzaniu tego
typu zwiegkszana jest przyswajalno$¢ oraz szybko$¢ uwalnianego leku [5].
Zmodyfikowany MOF w poréwnaniu do przemystowego adsorbentu wykazuje
wicksza pojemno$¢ adsorpcyjng jodku metylu, co jest wykorzystywane
w wychwytywaniu tego radioaktywnego zwigzku. Odnotowano réwniez
wykorzystanie zwiazkow typu MOF w mikro- i nanorobotyce, stuzyly one do
bezposredniego kontrolowania ruchu czasteczek [6]. Sieci metalo-organiczne oparte
na jonach Zr(IV) sa szczegdlnie szeroko badane ze wzgledu na ich $wietne
wlasciwosci termiczne oraz wysoka stabilno$¢ w $rodowisku kwasowym. Ponadto
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mozliwo§¢ modyfikacji lacznikdw organicznych zawierajacych roézne grupy
funkcyjne takie jak aminy, chlorowce, grupy hydroksylowe czy nitrowe, rozszerza
mozliwosci aplikacyjne tej grupy zwiazkow [7]. MOF-y oparte na jonach Zr(1V)
dotowane jonami lantanowcow(I1I) o wasciwosciach luminescencyjnych, moga by¢
wykorzystane jako prekursory do otrzymywania domieszkowanego jonami Ln(lll)
tlenku cyrkonu(lV). Takie materialy znajduja zastosowanie w fotonice min. jako
dodatki do $wiattowodow. Celem pracy jest synteza metoda solwotermalng
z ogrzewaniem mikrofalami zwigzkow kompleksowych cyrkonu(IV) dotowanych
jonami  lantanowcow(IIl) tj. Er(lll) and Dy(lll) z kwasem 14-
benzenodikarboksylowym (1,4-BTC) (Rys. 1) oraz charakterystyka otrzymanych
sieci metalo-organicznych metodami spektroskopowymi.
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Rys. 1. Struktura kwasu 1,4-benzenodikarboksylowego oraz struktura MOF-u UiO-66 [8].

Cze$é eksperymentalna: Synteze zwigzkoéw kompleksowych Zr(1V) dotowanych
jonami Ln(111) z kwasem 1,4-BTC (CgHgO,) przygotowano w oparciu o zatozenie, iz
zawarto$¢ jonow Ln(II) w otrzymanych kompleksach bgdzie na poziomie 10%.
W przypadku kompleksu zawierajacego 10% jondéw Dy(III) odwazono: 1,8728g
ZrCly; 0,166g DyCls;-xH,O oraz 2,8245g CgHeO,4. Dla kompleksu zawierajgcego
10% jonow Er(IIl) odwazono: 1,8728g ZrCl,; 0,1636 g ErCls-xH,0 oraz 2,819 g
CgHgO,4. Substraty rozpuszczono w 30 ml DMF i przeniesiono do naczyn
teflonowych reaktora mikrofalowego Mars 5 firmy CEM Corporation. Nastepnie
wraz z naczyniem kontrolnym naczynia pomiarowe zostaty umieszczone na rotorze

i wstawione do reaktora. Ustawiono nast¢pujace parametry pracy reaktora: 400W,
grzanie z temperatury pokojowej do temperatury 120°C w czasie 0,5h, ogrzewanie
izotermiczne w 120°C przez 1h z cigglym mieszaniem. Zawarto$¢ wystudzonych
naczyn przesaczono, przemyto DMF i zostawiono do wysuszenia w temperaturze
pokojowej. Otrzymano kompleksy w postaci biatych polikrystalicznych proszkow.

Widma w podczerwieni ATR-FTIR zarejestrowane na spektrofotometrze Nicolet
6700 firmy Thermo Scientific wyposazonego w diamentowa przystawke Smart iTR.
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Whyniki: Widma w podczerwieni kwasu 1,4-BTC oraz zsyntezowanych zwigzkow
kompleksowych Zr(IV)-Ln(111)/BTC, ktore zostaty zarejestrowane w zakresie 4000-
600 cm™ metoda ATR-FTIR umieszczono na rysunku 2.
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Rys. 2. Widma ATR-FTIR: kwasu 1,4-BTC, kompleksu Zr-Er oraz kompleksu Zr-Dy.

Widmo kwasu 1,4-BTC w podczerwieni jest zdominowane przez pasma
charakterystyczne dla drgan grup COOH. W zakresie 2816-2539 cm™ obserwuje sie
szereg pasm od drgan rozciagajacych vOH co jest zgodne z danymi literaturowymi
[9]. Ksztalt tego pasma wskazuje, iz grupy OH zaangazowane s3
w miedzyczasteczkowe wigzania wodorowe. Przy liczbie falowej 1673 cm™
wystepuje bardzo intensywne pasmo pochodzace od drgan rozciagajacych vC=0
natomiast przy liczbie falowej 1279 cm™ wystepuje rowniez silne pasmo zwigzane
z drganiami rozciagajacymi vC-O z grup COOH [10]. W zakresie 1423-1407 cm™
wystepuje pasmo od drgan deformacyjnych 8COH, a przy liczbie falowej rownej
930 cm™ widoczne jest pasmo od drgania deformacyjnego BCOH [11]. Po reakcji
kompleksowania na widmach powstatych kompleksow pojawiajg sie pasma od
drgan rozciagajacych asymetrycznych grup karboksylanowych COO™ przy
1585 cm™’ oraz drgan rozciagajacych symetrycznych grup karboksylanowych
COO przy 1390 cm™ w przypadku obu kompleksow. Wystepowanie tych pasm przy
identycznych liczbach falowych wskakuje na izostrukturalny charakter otrzymanych
zwiazkow. W obydwu kompleksach koordynacja atoméw centralnych zachodzi
w analogiczny sposob. Ponadto, widma obydwu zwigzkéw kompleksowych
wykazuja obecno$é doé¢ silnego pasma przy liczbie falowej rownej 1660 cm™, ktore
pochodzi od drgan vC=0 z uzytego rozpuszczalnika N, N’-dimetyloformamidu
(DMF-u). Potozenie tych pasm $wiadczy o tym, iz czgsteczki rozpuszczalnika nie
uczestnicza w koordynacji atomoéw centralnych i znajduja si¢ w kanatach
porowatych struktur otrzymanych polimeréw koordynacyjnych.
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Whioski: Zsyntetyzowano zwigzki kompleksowe na bazie cyrkonu(lV) dotowane
jonami dysprozu(l11) oraz jonami erbu(lll). Widma ATR-FTIR potwierdzily zajscie
reakcji kompleksowania co zaobserwowano na podstawie zaniku pasm
pochodzacych od grup COOH i pojawienie si¢ pasm drgan rozciagajacych od grup
COO. W strukturach kompleksow znajduja si¢ ponadto czasteczki rozpuszczalnika
tj. DMF. Otrzymane zwiazki kompleksowe stanowig prekursory nieorganiczno-
organiczne do syntezy tlenku cyrkonu(lll) domieszkowanego jonami Ln(l11).
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ZASTOSOWANIE EKSTRAKCJI WSPOMAGANEJ
ULTRADZWIEKAMI ORAZ EKSTRAKCJI DO FAZY
STALEJ (SPE) W CELU IZOLACJI ZWIAZKOW
O AKTYWNOSCI ANTYOKSYDACYJNEJ Z WYTLOKOW
Z JABLEK

E. GOLEBIEWSKA, M. WYRWAS, M. KALINOWSKA, Politechnika
Biatostocka, Wydziat Budownictwa i Nauk o Srodowisku, Katedra Chemii, Biologii
i Biotechnologii, ul. Wiejska 45 E, 15-351 Biatystok.

Abstrakt: Jabtka, obok arbuzéw i banandw, sa jednymi z wiodacych owocow pod
wzgledem wielkosci produkcji na $wiecie. Powszechnie wiadomo, ze owoce
i warzywa sg cennym zrodtem licznych substancji bioaktywnych wspomagajacych
prawidtowe funkcjonowanie organizmu, z tego wzgledu powinny by¢ nieodzownym
elementem codziennej diety. Jednak ciagly rozwoj rynku zywnosci, intensywny tryb
zycia oraz zmiany w zwyczajach zywieniowych skutkuja tym, ze konsumenci coraz
czgécie] zamiast po $wieze owoce siggaja po ich odpowiedniki w postaci np.
smoothie lub sokéw. Szacuje si¢, ze przy produkcji soku z jablek, okoto 1/4 masy
surowca pozostaje niewykorzystywana i jest klasyfikowana, jako odpad
wymagajacy odpowiedniego zagospodarowania. Nie wszyscy zdaja sobie jednak
sprawe, ze takie wytloki nadal bogate sa w cenne zwiazki biologiczne. Z tego
wzgledu w ponizszej pracy przedstawiono optymalne metody ekstrakcji zwigzkow
bioaktywnych z wytlokow z jablek oraz zbadano wplyw ekstrakcji, na jako$é
otrzymanych ekstraktow pod wzgledem ich aktywnos$ci antyoksydacyjnej. Ponadto
oznaczono zawarto$¢ zwiazkow fenolowych i triterpenoidow w pozyskanych
ekstraktach za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Wprowadzenie: Jednym z czotowych producentow jabtek w skali $wiata jest
Polska. Produkuje si¢ w niej $rednio okoto 2,5 min jablek rocznie. Glowne kierunki
zagospodarowania tych owocow to eksport (27%), przetworstwo (koncentraty, soki)
oraz spozycie [1,2]. Intensywny rozwdj gospodarczy oraz zmiany w nawykach
zywieniowych spoteczenstwa spowodowaty, ze zamiast po S$wieze owoce
konsumenci coraz chgtniej siggaja po ich odpowiedniki np. w formie sokow lub
koktajli typu smoothie [3]. Jednak taka obrobka owocoéw wiagze si¢ z powstawaniem
znacznych ilo$ci odpadow, takich jak skorki, miazsz i pestki, znanych inaczej jako
wyttoki. Szacuje si¢, ze wyttoki stanowig okoto 25-30% masy wyjsciowe]j surowca
[4]. Dlatego w celu ochrony §rodowiska naturalnego niezwykle istotnym aspektem
jest opracowywanie nowych metod zrownowazonego  gospodarowania
powstajacymi odpadami. Do niedawna wyttoki byly niedocenianym surowcem,
stosowanym glownie jako dodatek do paszy dla zwierzat lub surowiec do produkcji
bioetanolu i biogazu [5]. Liczne przeprowadzone badania potwierdzity ich wysoki
potencjal antyoksydacyjny, zwigzany z obecnos$ciga duzych ilosci substancji
bioaktywnych (zwigzki fenolowe, pektyny, witaminy, blonnik, makro-
i mikroelementy), nawet po procesie obrobki [6]. Jednak nalezy zaznaczyé¢, ze
rodzaj i ilo$¢ substancji bioaktywnych zawartych w wyttokach bedzie rozni¢ si¢
w zalezno$ci od odmiany, pochodzenia i stopnia dojrzatosci jabtek oraz od
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technologii ich przetwarzania i przechowywania [4,7]. Badania donosza takze, ze
w skorce jabtek, czyli w glownym skladniku wytlokéw, znajduje si¢ wiecej
sktadnikow bioaktywnych niz w samym migzszu owocu [8]. Najwigksze znaczenie
zdrowotne przypisuje si¢ zawartym w owocach antyoksydantom - polifenolom,
ktore dzieki obecnosci w swojej budowie grup hydroksylowych przytaczonych do
pierscienia aromatycznego, wykazuja m.in. wlasciwosci przeciwrodnikowe.
antyutleniajace, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze,
przeciwalergiczne oraz antyproliferacyjne [9,10]. Z tego wzgledu wytloki z jabtek
powinny by¢ uznawane nie jako material odpadowy, ale jako potencjalne i ciagle
niewykorzystane zrédto naturalnych zwiazkéw bioaktywnych, ktére mogltyby
znalez¢ zastosowanie np. w przemysle spozywczym, farmaceutycznym lub
kosmetycznym. Do tej pory opracowano juz wiele metod izolacji fitozwiazkow
z materialu roslinnego, z czego jedna z najczesciej wykorzystywanych technik jest
ekstrakcja. Niezwykle waznym aspektem jest to, aby technologie te byly jak
najbardziej wydajne oraz przyjazne dla srodowiska, dlatego tak istotne sg prace nad
optymalizacjg tych procesow [11]. W ponizszej pracy opracowano optymalng
metode ekstrakcji zwigzkow bioaktywnych z wytlokow z jabtek odmiany Ligol.
Otrzymane ekstrakty zbadano pod katem aktywno$ci antyoksydacyjnej (test DPPH’)
oraz zawarto$ci zwigzkow fenolowych i triterpenoidow za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC).

Czes¢ eksperymentalna: Material badawczy stanowily wysuszone wyttoki z jablek
odmiany Ligol (Malus domestica), pochodzace z uprawy konwencjonalnej. W celu
przeprowadzenia ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami do ciemnych zakrgcanych
butelek odwazono po 1,000 g wyttokow i dodano po 25,00 cm® rozpuszczalnika —
wody. Ekstrakcje prowadzono 3-krotnie w tazni ultradzwiekowej (50 Hz; 3x30 min;
T= 60°C), kazdorazowo przesaczajac wytloki pod zmniejszonym ci$nieniem
i z powrotem umieszczajac je w butelkach by ponownie poddac¢ je ekstrakcji $wiezg
porcja rozpuszezalnika. Calkowita objetosé ekstraktu wynosita 75,00 cm®. Do
przygotowania ekstraktow przeznaczonych do ekstrakcji do fazy statej (SPE) uzyto
wytlokdw o masach 0,250 g. W pierwszym etapie przeprowadzono trzykrotng
ekstrakcje wspomagang ultradzwigkami przy uzyciu wody (6,25 ml; 50 Hz; 3x30
min; T= 60°C). Catkowita objeto$¢ ekstraktu wynosita 18,75 cm®. Nastepnie tak
otrzymane ekstrakty poddano ekstrakcji do fazy statej celem oczyszczenia
ekstraktow 1 izolacji zwigzkoéw fenolowych. Ekstrakcj¢ do fazy stalej wykonano
w komorze SPE Chromabond. Procedur¢ SPE rozpoczgto od kondycjonowania fazy
stacjonarnej umieszczonej w kolumnach. Nastepnie naniesiono ekstrakt i usuwano
matryce odpowiednim rozpuszczalnikiem. Kolejnym etapem bylo wymywanie
zatrzymanych na absorbencie zwigzkéw za pomocg metanolu. Sposob
przeprowadzenia tego procesu oraz rodzaje i objetosci dobranych rozpuszczalnikéw
przedstawiono na Rysunku 1. Catkowita objetos¢ ekstraktu po zakonczeniu procesu
wynosita 18,75 cm®.
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Rys. 1. Schemat obrazujacy wykorzystanie ekstrakcji do fazy statej (SPE) celem izolacji zwigzkow
fenolowych z ekstraktu.

Aktywnos¢ antyoksydacyjnag wodnych ekstraktow zmierzono za pomocg testu
z rodnikiem DPPH" (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowym) [12]. Oznaczenie
polegato na tym, ze do 1 cm® ekstraktu dodano 2 cm® metanolowego roztworu
DPPH’ (60 pmol/dm®). Probe kontrolng stanowita probka, w ktorej zamiast ekstraktu
znajdowat si¢ rozpuszczalnik. Cato$¢ doktadnie wymieszano oraz inkubowano przez
60 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie za pomoca spektrofotometru
Zmierzono absorbancje prob przy dilugosci fali A= 516 nm wobec metanolu.
Aktywnos¢ ekstraktow (%inhibicji rodnika DPPH®) policzono korzystajac ze wzoru:

Akontrola - Apréba

%l= -100%

kontrola

gdzie: %I - procent inhibicji rodnika DPPH’, Aymntrola - absorbancja proby kontrolnej bez dodatku
badanego ekstraktu, Apxsba - absorbancja proby z dodatkiem badanego ekstraktu. Do oznaczania zwiazkow
fenolowych w ekstraktach z wytlokéw jablkowych zastosowano wysokosprawna chromatografie
cieczowa z detekcja UV, przy zastosowaniu kolumny analitycznej Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6x250
mm; 5 um). Objetos¢ wstrzykiwanych probek wynosita 10pl. Probki ekstraktow zatgzono do objgtosci
0,5-1,0 ml. W przypadku analizy zwiazkéw fenolowych faza ruchoma sktadata si¢ z acetonitrylu i 2%
kwasu octowego przy przeptywie 1 ml/min. Zastosowano gradientowy program elucji a detektor
ustawiono na 280, 320 i 360 nm. Dla triterpenoidow faz¢ ruchoma stanowit 90% acetonitryl i 10% woda,
predkos¢ fazy ruchomej: 0,5 ml/min. Elucja miata charakter izokratyczny, objetos¢ probki wynosita
10 pl, a dlugos¢ fali analitycznej byta rowna 280 nm.

Wyniki: Aktywnos$¢ antyoksydacyjng ekstraktow uzyskanych na drodze ekstrakcji
wspomaganej ultradzwickami oraz ekstrakcji do fazy statej zmierzono za pomoca
testu z rodnikiem DPPH’. Wyniki przedstawiono na Rysunku 2. Badane ekstrakty sa
zdolne do inhibicji rodnika DPPH" odpowiednio na poziomie 26,32 + 0,011% dla
ekstraktow poddanych dziataniu ultradzwigkdéw oraz 95,76 + 0,006% dla ekstraktow
poddanych ekstrakcji do fazy statej. Ekstrakcja do fazy stalej, pozwala na niemal
4-krotne zwickszenie aktywno$ci przeciwutleniajgcej ekstraktow, wyrazonej jako
procent inhibicji rodnika DPPH’. Moze to by¢é spowodowane usunigciem
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z roztworow substancji wplywajacych na kinetyke reakcji lub wchodzacych
w reakcje konkurencyjne z antyutleniaczami a DPPH".

100 95,76

80

60

40

% inhibicji rodnika DPPH' [%)]

Ekstrakcja wspomagana Ekstrakcja do fazy stalej (SPE)
ultradzwigkami

Rys. 2. Poréwnanie $redniej warto$¢ procentu inhibicji rodnika DPPH ° przez ekstrakty otrzymane na
drodze ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami (EW) oraz ekstrakcji do fazy stalej (EW-SPE).

Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych i triterpenoidow w pozyskanych ekstraktach
oznaczono za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Badane
ekstrakty zawieraja znaczne ilosci zwiazkéw fenolowych oraz zwigzkow
triterpenoidowych  (Rys. 3). Najwiecej tych zwiazkow zidentyfikowano
w ekstraktach z wytlokdw z jablek z zastosowaniem techniki SPE. Do zwiazkow
zidentyfikowanych w najwickszej ilosci w ekstraktach uzyskanych w wyniku obu
typow ekstrakcji nalezg florydzyna (EW: 135,592 + 0,065 pg/g; EW-SPE: 174,218
+ 11,184 pg/g), rutyna (EW: 46,031 + 0,433 ng/g; EW-SPE: 88,081 * 6,205 pg/g),
(-)epikatechina (EW: 80,499 + 15,02 pg/g; EW-SPE: 125,467 + 16,830 ug/g), kwas
chlorogenowy (EW: 71,464 + 2,590 ng/g; EW-SPE: 42,899 + 4,580 pg/g) oraz kwas
oleanowy (EW: 27,750 + 2,401 ug/g; EW-SPE: 20,567 + 1,133 pg/g).

Kwas oleanowy Es OZQ-TTS

o ] 135,59
orydzyna 174,22
T 46.03
Rutyna -+ 88,08
. . 1 80.50
(-)epikatechina — 125,47
. ) 71.46
Kwas chlorogenowy T 42.00
0 40 80 120 160 200

Zawarto$¢ zwiazku [pg/g suszu]

Dekstrakcja wspomagana ultradzwiekami — Oekstrakcja do fazy statej (SPE)

Rys. 3. Poréwnanie zawarto$¢ wybranych polifenoli oraz triterpenoidow w wyttokach z jabtek
[mg/g suszu] ekstraktow EW oraz EW-SPE.
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Whioski: Ekstrakty z wytlokéw z jablek odmiany Ligol (Malus domestica), ze
wzgledu na bogactwo w zwigzki fenolowe (florydzyna, rutyna, (-)epikatechina,
kwas chlorogenowy) jak i zwigzki tripertenoidowe (kwas oleanowy) charakteryzuja
si¢ wysoka aktywnoscia antyoksydacyjna, wrazong jako stopien inhibicji rodnika
DPPH'. Zastosowanie ekstrakcji do fazy statej (SPE) pozwolilo na oczyszczenie
ekstraktow z substancji przeszkadzajacy 1 wpltywajacych na wynik oznaczen (np.
cukrow, biatek, soli metali). Otrzymane wyniki wskazuja na duzy potencjat
wytlokéw, jako materialtu  do  pozyskiwania substancji  bioaktywnych
o wlasciwosciach przeciwutleniajagcych, ktére moga mie¢ zastosowanie
w biotechnologii, rolnictwie, przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym lub
spozywczym jako np. dodatek w zywnos$ci funkcjonalnej. Substancje te mozna
ekstrahowa¢ z wytlokow z jabtek zgodnie z zasadami zielonej chemii, czyli stosujac
jako rozpuszczalnik wode oraz techniki ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami, co
czyni proces izolacji zwiazkow fenolowych ekonomicznym 1 przyjaznym
srodowisku.

Badania zostaly zrealizowane w ramach pracy badawczej WI/WB-11S/3/2021
w Katedrze Chemii, Biologii i Biotechnologii Politechniki Biatostockiej
i sfinansowane z subwencji 2021 przekazanej przez Ministra Nauk i Szkolnictwa
Wyzszego.
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WPLYW PROCESU FERMENTACJI NA WYDAJNOSC
EKSTRAKCJI ZWIAZKOW FENOLOWYCH Z ODPADOW
Z PRZEMYSLU ROLNO-SPOZYWCZEGO

K. GRYKO, M. ZAWADZKA, M. KALINOWSKA, Politechnika Biatostocka,
Wydzial Budownictwa i Nauk o Srodowisku, Katedra Chemii, Biologii
i Biotechnologii, ul. Wiejska 45E, 15-351 Biatystok.

Abstrakt: Przeprowadzono ekstrakcje wspomagang ultradzwickami wytlokéw
z jablek odmiany Ligol, stosujac fermentacj¢ mlekowa. Sktad tak uzyskanych
ckstraktow okreslono przy wykorzystaniu spektrofotometrycznego oznaczenia
catkowitej zawartosci zwiazkow fenolowych metoda Folina-Ciocalteau, a takze
oznaczenia zawartosci wybranych zwigzkow fenolowych i triterpenoidu (kwasu
ursolowego) za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
spektrofotometrycznym. Wyniki wskazuja, ze wytloki z jabtek moga by¢ surowcem
do pozyskania cennych, prozdrowotnych zwigzkdéw. Procesy fermentacji mlekowej
umozliwily wiekszy odzysk wspomnianych substancji z wytlokow.

Wprowadzenie: W ostatnich latach nastgpilo wzmozone zainteresowanie
konsumentéw zdrowa zywno$cig. Zauwazy¢ mozna trend w kierunku spozycia
produktow pochodzenia ro§linnego. Prowadzi to do powstawania coraz wigkszej
ilosci trudnych do zagospodarowania odpadow, ktorymi sg pozostatosci po owocach
i warzywach (pestki, wyttoki, a takze elementy odrzucone w procesie sortowania).
Odpady te wykazuja potencjal do pozyskiwania z nich znacznych ilo$ci zwigzkow
bioaktywnych, w tym prozdrowotnych. W wielu badaniach [1], [2] =zostat
potwierdzony pozytywny wplyw zwigzkow bioaktywnych pochodzacych
z wytlokow na zdrowie ludzi i zwierzat. Dlatego tez wytloki owocowe lub
warzywne mogg by¢ wykorzystywane jako naturalny dodatek wzbogacajacy
zywno$¢ w zwiazki bioaktywne [3]. Takie podejscie jest zgodne z idea gospodarki
o obiegu zamknietym, ktorej celem jest minimalizowanie strat wynikajacych
z ucigzliwosci przechowywania i bezposredniej utylizacji wspomnianych odpadow.
W naszym kraju owocem najczegsciej spozywanym i przetwarzanym jest jabiko.
Istnieje wiele doniesien wskazujacych na bogaty sktad polifenolowy jablek [4].
Zwigzki  te  charakteryzuja si¢ = wlasciwosciami  przeciwutleniajacymi,
przeciwcukrzycowymi i przeciwzapalnymi, co stanowi motywacje do stosowania
ich w przemysle spozywczym, farmaceutyczny czy kosmetycznym. Wsrod
obecnych w jabtkach zwigzkow fenolowych mozna wyrdzni¢ substancje z grup:
kwasow hydroksybenzoesowych i hydroksycynamonowych, flawonoli czy
antocyjan. Jednym z gtownych kwasow fenolowych obecnych w jabtku jest kwas
chlorogenowy, ktory odznacza si¢ wysoka zdolnosciag do zmiatania reaktywnych
form tlenu, takich jak rodnik nadtlenkowy (O,™), hydroksylowy (HO®) czy nadtlenek
wodoru (H,0,) [5], [6]. Na uwagg zastuguja takze triterpenoidy, ktore majg silne
dziatanie = przeciwproliferacyjne 1 moga czgsciowo  odpowiada¢ za
przeciwnowotworowe wilasciwosci ekstraktow z jabtek [7]. Zwiazki fenolowe
z materialu ro§linnego sa zwykle ekstrahowane przy pomocy organicznych
rozpuszczalnikow przy zastosowaniu konwencjonalnych metod ekstrakcji takich
jak: maceracja, ekstrakcja Soxhleta, ekstrakcja cieczg w stanie nadkrytycznym,
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ekstrakcja przy wysokim ci$nieniu hydrostatycznym, ekstrakcja ultradzwigkami czy
ekstrakcja wspomagana mikrofalami [8]. Metody te sg skuteczne w przypadku
wolnych zwigzkow fenolowych. Wickszo§¢ =z nich wystgpuje jednak
w nierozpuszczalnej formie zwigzanej w postaci koniugatow ze sktadnikami $ciany
komorkowej [9]. Zwiazki fenolowe najczesciej wystepuja w formie zwigzanej
w postaci glikozydow lub estrow, przy czym moga si¢ one wigza¢ z kwasami
thuszczowymi, sterolami i $cianami komorkowymi [4]. Ekstrakcja bioaktywnych
polifenoli potgczona z procesem fermentacji biomasy okazuje sie¢ by¢
wydajniejszym procesem niz samodzielna ekstrakcja z  zastosowaniem
rozpuszczalnikow organicznych [9]. Podczas procesu fermentacji bakterie kwasu
mlekowego produkuja enzymy, m.in. amylazy, proteazy i lipazy. Hydrolizuja one
polisacharydy, biatka i lipidy do nietoksycznych substancji smakowych,
zapachowych oraz modyfikujacych teksture i wptywaja na wiasciwosci sensoryczne
produktu, atrakcyjne dla konsumentow [10]. Produktem ,,ubocznym” tych reakcji
jest uwolnienie zwiagzanych substancji bioaktywnych. Ponadto bakterie wytwarzajg
dodatkowe zwiazki bioaktywne na drodze wtdrnego metabolizmu, co moze
wzbogaca¢ produkt koncowy [9]. Fermentacja przynosi zatem liczne korzysci,
wliczajac w to wzbogacenie produktu w dobroczynne mikroorganizmy oraz
pozadane substancje Dbiologicznie aktywne. Jako przyktad moze stuzyé
fermentowany sok z granatu, w ktéorym zaobserwowane nawet 75-krotnie wyzsza
zawarto$§¢ bioaktywnych przeciwutleniaczy, wzgledem produktu niepoddanego
fermentacji [11].

Cze$é eksperymentalna: W celu przeprowadzenia fermentacji wyttokow jabtek
(odmiany Ligol) odwazono 10 g zmielonych wyttokow, dodano 150 ml wody
destylowanej oraz 0,01 g ozywionych kultur starterowych bakterii Lactobacillus
plantarum oraz Lactococcus lactis. Fermentacj¢ prowadzono przez 72 godziny
w wytrzgsarce laboratoryjnej (25°C; pH = 5,5). Nastepnie odparowano
rozpuszczalnik i poddano  wytloki suszeniu wiasciwemu przez 72 godziny
w suszarce przy temperaturze 60°C celem dezaktywacji flory bakteryjne;j.
Wysuszone wytloki ponownie zmielono, przeniesiono do zamknigtego naczynia
i przechowywano w lodowce. W celu otrzymania ekstraktow z wyttokow
jabtkowych (zaréwno fermentowanych, jak i tych, ktore nie zostaly poddane
fermentacji — proba kontrolna) rozdrobniony materiat  ekstrahowano
z zastosowaniem ultradzwickow stosujac jako rozpuszczalniki wodg oraz wodny
roztwor metanolu (80%). Ogolna zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych zostata okreslona
spektrofotometrycznie metoda z odczynnikiem Folina-Ciocalteu [12]. Przed
wykonaniem oznaczenia sporzadzono krzywe wzorcowe kwasu galusowego
w wodzie i w metanolu. W tym celu pobierano po 0,25 ml kazdego
z przygotowanych rozcienczen kwasu galusowego, co skutkowalo otrzymaniem
w mieszaninach reakcyjnych stezen w zakresie 8,5-0,75 mg/l. Nastgpnie dodawano
do kazdej probowki po 0,25 ml odczynnika Folina-Ciocalteu rozcienczonego woda
dejonizowang 1:1, 0,5 ml 14% roztworu weglanu sodu oraz 4 ml wody
dejonizowanej. Po godzinnej inkubacji mierzono absorbancje probek wobec proby
zerowej, gdzie zamiast kwasu galusowego uzyto rozpuszczalnika (wody
dejonizowanej lub metanolu 80%) przy A=760 nm. Oznaczenia wykonano
trzykrotnie w trzech niezaleznych doswiadczeniach. Wykreslono krzywa wzorcowa
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w programie Statistica 13 (wzér krzywej wzorcowej kwasu galusowego w wodzie:
y = 0,0053x + 0,0201; R* = 0,9976; w metanolu: y = 0,0054x + 0,0046;
R? = 0,9948). Nastepnie w analogiczny sposob okreslono catkowita zawarto$é
zwigzkow fenolowych w ekstraktach. Oznaczenia réwniez wykonano trzykrotnie
w trzech niezaleznych do$wiadczeniach. Wyniki opracowano w programie Statistica
13. Zawartos¢ zwigzkoéw fenolowych w ekstraktach podano w przeliczeniu na kwas
galusowy korzystajac z krzywych wzorcowych. Koncowy wynik oznaczenia podano
w jednostkach mg/dm® s.m. W celu okreslenia zawartosci wybranych zwiazkow
fenolowych w ekstraktach z wytlokéw jablkowych zastosowano wysokosprawnag
chromatografi¢ cieczowa z detekcja spektrofotometryczng typu DAD [13].
Stosowano kolumng Zorbax Eclipse Plus C18 Analytical (4,6 x 250 mm; 5 pm).
Objetos¢ probki do nastrzyku wynosita 10 pl. W przypadku analizy zwigzkoéw
fenolowych faza ruchoma sktadala si¢ z acetonitrylu (A) i 2% kwasu octowego (B)
przy szybkosci przeptywu 1 ml/min; gradientowy program elucji: 0-40 min,
gradient liniowy od 3 do 15% A i od 97 do 85% B; 40-60 min, gradient liniowy
15-25% A i 85-75% B; 60—75 min: gradient liniowy 25-50% A i 75-50% B; 75-80
min: gradient liniowy 50-95% A i 50-5% B; gradient liniowy 80—85 min: 95-3% A
i 5-97% B; 85-90 min: 3% A i 97% B. Detektor ustawiono na 280, 320 i 360 nm.
W przypadku analizy triterpenoidow faza ruchoma byt 90% acetonitryl i 10% woda,
elucja izokratyczna, predkos¢ fazy ruchomej: 0,5 ml/min, obj¢tosé probki: 10 pl,
dtugos¢ fali analitycznej: 280 nm.

Wyniki: Catkowita zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w ekstraktach z wytlokow
z jabtek Ligol oznaczono za pomoca testu z wykorzystaniem odczynnika Folina-
Ciocalteau, wyniki przedstawiono na rysunku 1. Fermentacja wyttokéw z jablek
wplyneta na wzrost zawartosci zwigzkow fenolowych w ekstraktach (ekstrakty
wodne: 4,624+0,164 mg/g,, — wytloki niefermentowane, 6,235+0,051 mg/gs
— wytloki fermentowane; metanolowe: 5,348+0,066 mg/gs, — wytloki
niefermentowane, wytloki fermentowane: 7,233+0,122 mg/g,,). Metanol jest
lepszym niz woda rozpuszczalnikiem do ekstrakcji zwigzkow fenolowych
z wyttokow z jabtek.
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Rys. 1. Catkowita zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w ekstraktach z wyttokow z jabtek okreslona
spektrofotometryczng metoda z odczynnikiem Folina-Ciocalteau.
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Wyniki oznaczen wybranych zwiazkéw fenolowych oraz triterpenoidow
w ekstraktach metanolowych metodg HPLC-DAD przedstawiono na rysunku 2.
Zaobserwowano wyrazny wplyw procesu fermentancji na ilo§¢ wybranych
zwiazkow w ekstraktach. Zawarto$¢ florydzyny wzrosta ponad 100-krotnie (wyttoki
niefermentowane: 30,10+0,15; fermentowane: 378,72+5,08 Lg/Buyuoksw). Natomiast
zawarto$¢ kwercetyny, (-)epikatechiny i kwasu ursolowego w ekstraktach
z wytlokow niefermentowanych 1 fermentowanych wynosita odpowiednio:
1,16£0,049 i 33,77+0,56; 136,99+0,143 i 330,88+1,38; 6,291+1,45
i 21,37:‘:2,58 “g/gwyﬂokéw.
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Rys. 2. Wyniki oznaczenia zawartosci poszczegdlnych zwigzkow fenolowych i kwasu ursolowego
w ekstraktach metanolowych metoda HPLC-DAD.

Whioski: Fermentacja wytlokow z jabtek znacznie zwigckszyta zawartos¢ zwiazkoéw
fenolowych w ekstraktach. Zastosowanie odpowiednich bakterii fermentacyjnych
oraz optymalizacja procesu fermentacji odpadéw z przemystu rolno-spozywczego
moze by¢ potencjalnym rozwigzaniem rosngcego zapotrzebowania na zwigzki
bioaktywne pochodzenia naturalnego, ktéore mogg mie¢ zastosowanie
w biotechnologii, przemysle spozywczym, farmaceutycznym czy kosmetycznym.
Techniki wspomagajace procesy ekstrakcyjne, w tym proces fermentacji, moga
znalez¢ zastosowanie w technologii zywnos$ci. Ponadto, zachecajg do tego wzgledy
ekonomiczne, pozwalajace na zrownowazona gospodark¢ odpadami z przemystu
SpoZywczego.

Badania zostaly zrealizowane w ramach pracy badawczej WI/WB-11S/4/2021
Katedry Chemii, Biologii i Biotechnologii Politechniki Biatostockiej i sfinansowane
z subwencji 2021 przekazanej przez Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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PROCEDURA OZNACZANIA SLADOWYCH ILOSCI INDU I TYTANU
METODA WOLTAMPEROMETRII STRIPINGOWEJ
Z WYKORZYSTANIEM STALEJ ELEKTRODY FILMOWEJ

M. ADAMCZYK, M. GRABARCZYK, UMCS, Wydziat Chemii, Instytut Nauk
Chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej, pl. Marii Sklodowskiej-Curie 3,
20-031 Lublin.

Abstrakt: Opisano procedur¢ jednoczesnego oznaczania indu i tytanu w probkach
wod naturalnych metoda adsorpcyjnej woltamperometrii stripingowej, w ktorej
pomiar oparty jest na adsorpcyjnym nagromadzeniu kompleksow indu i tytanu
z kupferronem na blonkowej elektrodzie otowiowej. W sktad roztworu
podstawowego po optymalizacji wchodzity 0,1 mol L™ bufor octanowy pH = 6,0,
4 x 10 mol L™ kupferron oraz 7 x 10™ mol L™* Pb(11). Kompleksy In(l11)-kupferron
i Ti(IV)-kupferron nagromadzano na powierzchni elektrody przy potencjale -0,9 V
przez 30 s. Opracowana procedura umozliwia oznaczanie jonoéw indu w zakresie
stezen od 5 x 10° mol L™ to 4 x 107 mol L™ oraz jondw tytanu w zakresie stezen od
5x10°mol L™ to 3 x 107 mol L™

Wprowadzenie: Znaczenie procedury jednoczesnego oznaczania In(lll) i Ti(lIV)
w probkach wod srodowiskowych wynika z faktu, ze w ostatnim czasie pierwiastki
te zyskaly duze zainteresowanie. Ze wzgledu na swoje pozadane wlasciwosci ciesza
si¢ szerokim zastosowaniem w roznorodnych galeziach przemystu, co prowadzi do
ich cigglego przedostawania si¢ do §rodowiska naturalnego, co z kolei nie pozostaje
bez wptywu na organizmy zywe. Wplyw tytanu na istoty zywe nie jest do konca
poznany, jednak udowodniono toksyczne dziatanie dwutlenku tytanu kumulujacego
si¢ w organizmach, ktory jest przyczyna wielu chorob. Przewlekte skutki zdrowotne
odnotowano réwniez w przypadku nadmiernego gromadzenia si¢ indu. W zwigzku
z tym istnieje konieczno$¢ cigglego monitorowania stgzen tych pierwiastkow
w $rodowisku. Metoda doskonale nadajaca si¢ do tego celu jest adsorpcyjna
woltamperometria stripingowa. Jest ona stosunkowo szybka, tania, a zarazem
doktadna i tatwa w zastosowaniu. Niezwykle wysoka czutos¢ wynika z zat¢zania
analitu w postaci kompleksu z okreslonym czynnikiem kompleksujacym na
elektrodzie pracujacej przed wlasciwym procesem elektrodowym, stanowiacym
podstawe oznaczenia. Wczesniejsze badania dowiodty, iz In(lll) i Ti(IV) tworza
elektrochemicznie  aktywne kompleksy z kupferronem, co umozliwia
woltamperometryczne oznaczanie tych pierwiastkoOw i pozwala na uzyskanie niskiegj
granicy wykrywalnoéci [1-3]. W zwigzku z tym procedur¢ jednoczesnego
oznaczania indu i tytanu opracowano z wykorzystaniem kupferronu jako czynnika
kompleksujacego, ktory zapewnil odpowiednie rozdzielenie pikéw pochodzacych od
obu oznaczanych pierwiastkow.

Cze$¢  eksperymentalna: Pomiary woltamperometryczne przeprowadzono za
pomoca analizatora pAutolab (Utrecht, Holandia). Do badan wykorzystano uktad
trojelektrodowy, w sktad ktorego wchodzity: elektroda z wegla szklistego o Srednicy
1 mm jako elektroda pracujaca, elektroda platynowa petnigca role elektrody
pomocniczej oraz elektroda chlorosrebrowa Ag/AgCl (z nasyconym NacCl) jako
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elektroda odniesienia. Pomiary metoda adsorpcyjnej woltamperometrii stripingowe;j
prowadzono w roztworze zawierajacym 0,1 mol L™ bufor octanowy o pH = 6,0,
4 x 10™* mol L™ kupferron i 7 x 10®° mol L™ Pb(Il). Woltamperometryczny pomiar
wykonywano z roztwordéw nieodtlenionych i sktadat si¢ on z nastgpujacych etapow:
e jednoczesne tworzenie filmu olowiu na powierzchni elektrody z wegla
szklistego i nagromadzanie na niej na drodze adsorpcji komplekséw In(III)-
kupferron i Ti(V)-kupferron przy potencjale -0,9 V przez 30 s.
e rejestracja sygnatu analitycznego w wyniku zmiany potencjatu od -0,6 do
-09V.
Dodatkowo po kazdym pomiarze elektrod¢ czyszczono elektrochemicznie: najpierw
do elektrody otowiowej przyktadano potencjat -1,2 V przez 15 s (w tym czasie
nastepowato czyszczenie elektrody z tlenkéw otowiu, ktére mogly powsta¢ podczas
kontaktu elektrody otowiowej z powietrzem, nastepowata ich redukcja do postaci
metalicznej). W drugim etapie przyktadano potencjat +0,2 V przez 15 s w tym
czasie metaliczny otow utleniano do jondéw Pb(II), ktore przechodzity do roztworu.

Wyniki: Dobdr elektrolitu podstawowego - We wczeSniej opracowanych
procedurach  woltamperometrycznych  wykorzystujacych — aktywnos$¢ — elektro-
chemiczng kompleksow jonoéw metali z kupferronem zastosowano Srodowisko
kwasne [4-7]. W zwiazku z tym W niniejszej pracy, jako elektrolitu podstawowego
uzyto buforu octanowego jako odpowiedniego do tworzenia zaréwno kompleksow
In(l11)-kupferron jak i Ti(IV)-kupferron. W celu dobrania najbardziej optymalnych
warunkéw w proponowanej procedurze skupiono si¢ na doborze odpowiedniego pH
buforu octanowego. Pomiary prowadzono w zakresie pH od 3,5 do 6,4, przy czym
stezenie kazdego z badanych buforow bylo takie samo i wynosito 0,2 mola L™
W przypadku jednoczesnego oznaczania dwoch pierwiastkow, oprocz pradu ich
pikéw, bardzo waznym parametrem jest rowniez odpowiednie oddzielenie sygnatow
pochodzacych od obu analitow na woltamperogramie. W przypadku indu i tytanu
zauwazono, ze ich piki rosty wraz ze wzrostem pH, a sygnal tytanu osiagat
maksimum przy pH 6, natomiast maksymalny pik indu otrzymano przy pH 4,5.
Bioragc pod uwage rowniez fakt, ze wraz ze wzrostem pH nastepowalo lepsze
rozdzielenie pikow, do dalszych badan wybrano pH buforu octanowego réwne 6.

Potencjat i czas nagromadzania, aby upro$ci¢ przebieg pomiaru, zaproponowali$my
prowadzenie jednego etapu nagromadzania, podczas ktorego nastgpowalo
jednoczesne tworzenie si¢ in situ filmowej elektrody otowiowej i nagromadzanie na
niej tytanu i indu. Badano wplyw warto$ci potencjatu na natezenia pradow pikow
tytanu i indu oraz rozdzielenie obu pikéw w zakresie od  -0,55V do -1,1 V przy
statym czasie nagromadzania 30 S. Zauwazono, ze po zmianie potencjatu
nagromadzania w kierunku wartosci bardziej ujemnych, z -0,55 V do -1,0 V, oba
piki stawaly si¢ wyzsze. Biorgc jednak pod uwage fakt, ze separacja obu
analizowanych pikéw byla najlepsza przy potencjale -0,9 V, potencjat ten zostat
wstepnie wyselekcjonowany jako najbardziej optymalny. Nastepnie zmieniano czas
nagromadzania w zakresie 10-100 s przy potencjale akumulacji -0,9 V. Sygnaty
woltamperometryczne rosty prawie liniowo wraz ze wzrostem czasu akumulacji do
30 s zarowno w przypadku tytanu jak i indu. Przy dtuzszym czasie nagromadzania
wysokos¢ piku Ti(IV) zaczgta si¢ stopniowo zmniejszaé, natomiast wysokos¢ piku
In(IlT) pozostawata taka sama jak dla czasu rownego 30 s. Podsumowujac, wybrano
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czas akumulacji 30 s, aby uzyska¢ najnizsza mozliwg czulo§¢, nie wydhuzajac
jednoczesnie pomiaru.

Wplyw stezenia kupferronu: z uzyskanych wynikéw wynika, Ze pik indu pojawia si¢
juz przy stezeniu kupferronu rownym 2 x 10° mola L™, natomiast sygnat tytanu
pojawia si¢ przy stezeniu 5 x 10 mol L™. Nastepnie oba sygnaly rosty wraz ze
wzrostem stezenia czynnika kompleksujacego do 4 x 10 mol L™ dla tytanu
i5x 10" mola L dla indu, natomiast przy wyzszych stezeniach pozostawaty state.
Dlatego jako najbardziej odpowiednie dla obu oznaczanych pierwiastkow wybrano
stezenie kupferronu rowne 5 x 10 mol L. Kluczowym czynnikiem wptywajacym
na jako$¢ filmu otlowiowego utworzonego na elektrodzie z wegla szklistego, a takze
na wysoko$¢ pikow indu i tytanu, jest stgzenie jonéw otowiu wprowadzanych do
analizowanego roztworu. W zwiazku z tym zbadano wplyw st¢zenia Pb(II) na
sygnaly analityczne uzyskane przy statym stezeniu Ti(IV) i In(III) réwnym 1 x 107
mol L. Stezenie Pb(II) zmieniano w zakresie stezehi od 1 x 10° mola L™ do
1,2 x 10* mola L™, Pik tytanu pojawit si¢ przy stezeniu otowiu 5 x 10° mola L™,
podczas gdy pik indu pojawit si¢ przy stezeniu ofowiu 7 x 10 mola L™. Nastepnie
oba piki rosty az do momentu gdy stezenie Pb(II) wzrosto do 5 x 10° mola L*
i 7 x 10° mol L™, odpowiednio dla indu i tytanu, aby ostatecznie osiagnaé stata
warto$¢. Jako optymalne stezenie otowiu dla obu oznaczonych pierwiastkow
przyjeto warto$é rowna 7 x 10 mol L™ Selektywno$¢ proponowanej procedury
oznaczania In(Ill) i Ti(IV) zbadano wprowadzajac rosngce stezenia jonow innych
metali do roztworu o statym st¢zeniu In(IIl) i Ti(IV) rownym 1 X 107" mol L™
Stezenia jonow obcych byly takie same jak stezenie tytanu i indu oraz 10 Iub 100
krotnie wyzsze od stezefi oznaczonych jondw, tj. 1 x 107 mol L™, 1 x 10°® mol L,
1 x 10®° mol L™. Przez dopuszczalne stezenie rozumiano takie ilosci jonéw obcych,
ktére powoduja zmiane w wysokosci sygnatu indu i tytanu mniejszg lub rowng 5%.
Maksymalne dopuszczalne stgzenia jonéw obcych nie wplywajace na sygnat tytanu
i indu zaprezentowano w Tabeli 1.

Tabela 1. Dopuszczalne stgzenia jondw obcych.

Jony Dopuszczalne stgzenie jonu obcego Dopuszczalne stezenie jonu obcego
obce w oznaczaniu Ti(IV) w oznaczaniu In(l11)
Au(lln) 1x10° 1x107
Bi(lll) 1 x10° 1107
cd(ln 1x10° 1 x10°
Co(ll) 1 %107 1x10°
cr(in) 1x10% 1x10°
Cu(ll 1x10° 1x107
Fe(Il) 1x10° 1x10°
Ga(lll) 1x107 1x10°
Ge(lV) 1x10° 1x10°
Hg(Il) 1x10° 1x10°
Mn(I1) 1x10° 1x10°
Mo(VI) 1x10° 1x10°
Ni(ll) 1x10° 1x107
Pt(1V) 1x10° *
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Sh(lll 1x10°® 1x10°
V(V) 1x107 1x10°
W(VI) 1x10° 1x10°
Zn(1l) 1x10° 1x10°

“nie zbadano doktadnie dopuszczalnego stezenia Pt(IV), przy ktérym mozna otrzymaé niezakldcony
sygnat od In(III).

Whioski: W pracy przedstawiono zoptymalizowang, woltamperometryczna
procedure jednoczesnego oznaczania $ladowych ilosci In(II) i Ti(IV). Stwierdzono,
ze elektroda olowiowa generowana in situ na podlozu z wegla szklistego jest
wlasciwym podejsciem do jednoczesnego oznaczania Ti(IV) i In(lll). W sktad
roztworu podstawowego po optymalizacji wchodzity: 0,1 mol L™ bufor octanowy
pH = 6,0, 4 x 10 * mol L™ kupferron i 7 x 10®° mol L™ Pb(ll). Natomiast najbardziej
wydajne nagromadzanie kompleksow In(llIl)-kupferron i Ti(IV)-kupferron
zapewnialo przyktadanie do elektrody potencjatu -0,9 V przez 30 s.
W proponowanej procedurze stwierdzono, ze wiekszo$¢ badanych obcych jonow nie
powoduje zaktocen.
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SZEROKOPASMOWE SWIATLOWODOWE ZRODLA
SWIATLA DLA ZASTOSOWAN SPEKTROSKOPOWYCH

M. GRZESIAK, P. MERGO, UMCS, Instytut Nauk Chemicznych, Wydziat
Chemii, Pracownia Technologii Swiattowodéw, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3,
20-031 Lublin.

Abstrakt: Swiattowody posiadaja szerokie spektrum zastosowan od wzmacniaczy
optycznych po medium transmisyjne oraz czujniki. Szczegélnym zainteresowaniem
obdarzono szerokopasmowe zrodto $wiatta typu Supercontinuum (SC) oraz
przestrajalne lasery bazujace na przesuni¢ciu czgstotliwosciowym solitonow (SSFS).
W niniejszej pracy przedstawiono teoretyczne struktury swiattowodéw nieliniowych
domieszkowanych GeO, i F. Badania skupialy si¢ na opracowaniu struktur
swiattowodéw  bazujacych na  technologii  $wiattowodéow  klasycznych
charakteryzujacych si¢ odpowiednio uksztattowang dyspersja chromatyczna.

Wprowadzenie: Swiattowody ~ oprocz  ich  glownego  zastosowania
w telekomunikacji znajduja wiele innych np. czujniki §wiattowodowe, wzmacniacze
swiattowodowe, lasery §wiattowodowe. W przypadku projektowania §wiattowodow
jako zrdédta szerokopasmowego $wiatla konieczne jest wzigcie pod uwage efektow
nieliniowych. Generacja SC polega na poszerzeniu spektralnym impulsu
pompujacego $wiattowod [1]. Wysoce nieliniowe $wiattowody pompuje sie
ultrakrotkimi (rzedu femtosekund) impulsami §wietlnymi, ktore w wyniku zjawisk
nieliniowych obecnych w $wiatlowodzie poszerzaja zakres emitowanego Swiatla
nawet od 1,0 do 2,2 pum. Jednym z gléwnych parametréw nieliniowych
wplywajacych na zjawisko generacji SC jest dyspersja chromatyczna
(D; [ps/(nm-km)], czyli zalezno$¢ wspotczynnika zatamania $wiatta od dtugosci fali.
Dyspersja chromatyczna wyrazana w ps/(km'nm) moze by¢ anomalna (D,>0)
i normalna (D, <0) [2]. Krzywa dyspersji $wiattowodu przeznaczonego do generacji
SC powinna charakteryzowaé si¢ ptaska charakterystyka krzywej dyspersji
i warto$ciami bliskimi zera dyspersji. Generacja SC moze nastgpowacé zardéwno
w obszarze anomalnym jak i normalnym, otrzymujac odpowiednio SC o innym
charakterze. Stosujagc $wiatlowdd o dyspersji anomalnej otrzymuje si¢
szerokopasmowe SC, ktore charakteryzuje si¢ duza niejednorodnoscig gestosci
mocy. Pompowanie §wiattowodu o dyspersji normalnej pozwala uzyska¢ wysoce
koherentne (tj. spojne w czasie i przestrzeni) SC [3,4]. Kolejnym istotnym
parametrem $wiattowodu nieliniowego jest efektywne pole modu (Ag), ktore
okresla powierzchnie propagowanego w $wiattowodzie modu wzgledem jego
przekroju poprzecznego. Parametr ten wplywa bezposrednio na efektywny
wspotczynnik nieliniowo$ci (1), ktory jest miarg okre$lajacg nieliniowo$é
Swiattowodu. Wyznacza sie go ze wzoru: y =(2-wn,)/(A-Aet), gdzie n, - nieliniowy
wspotczynnik zatamania $wiatla, 4 — dlugos¢ fali. Z tego wzgledu im mniejsze
wartosci Ags dla danej dlugosci fali tym wigksza nieliniowo$¢ $wiattowodu. Innym
specyficznym  zrodtem $wiatta jest przestrajalny laser $wiattowodowy
wykorzystujacy zjawisko przesunigcia czestotliwosciowego solitonu (SSFS). Soliton
jest to odosobniony, samopodtrzymujacy si¢ impuls, ktory nie ulega rozmyciu
w czasie. Efekt ten otrzymuje si¢ w wysoce nieliniowych $wiattowodach o duzych
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warto$ciach dyspersji w obszarze anomalnym pompowanych ultrakrotkimi
impulsami o wysokiej czestotliwosci powtarzania. Generowany  soliton
charakteryzuje si¢ wysoka energia i1 bardzo krotkim czasem zycia (rzedu
femtosekund). Dtugos$¢ fali generowanego solitonu zalezy od mocy pompowanego
impulsu, im wigksza moc impulsu tym krotszy czas zycia. Wraz ze zwigkszaniem
mocy pompy soliton przesuwa si¢ w obszar dtuzszych dtugosci fali [S]. Rowniez
w przypadku generacji SSFS jak i SC istotne sg parametry D; Ag i y. W badaniach
nad generacja SC i SSFS gtéwnie wykorzystuje si¢ §wiattowody mikrostrukturalne,
ktére charakteryzuja si¢ duza swoboda w ich projektowaniu. Ich gléwna zaleta jest
mozliwo§¢ otrzymania duzych nieliniowosci na krotkim odcinku $wiattowodu.
Wada tego typu S$wiattowodow jest ich stosunkowo skomplikowana metoda
wytwarzania, mozliwe niejednorodno$ci w wytwarzaniu oraz mata powtarzalnosé¢
wytwarzania. W  przeciwienstwie do $wiattowodéw  mikrostrukturalnych,
technologia $wiattowodow klasycznych jest mniej wymagajaca i bardziej
powtarzalna. Istotng zaletg jest ich mniejszy koszt wytwarzania oraz dlugosé
wyciagnigtego Swiattowodu z jednej preformy, ktory znacznie przewyzsza
swiattowody mikrostrukturalne. W $wiattowodach klasycznych ksztattowanie
dyspersji uzyskuje si¢ poprzez zmiang geometrii rozktadu profilu zatamania Swiatta.
Jako  domieszk¢ zwigkszajagca  wspélczynnik  zatamania  $wiatta  szkla
krzemionkowego stosuje si¢ gtdwnie GeO,, natomiast zmniejszajaca B,O3 lub F.

Czes$¢ eksperymentalna: Symulacje metoda elementéw skonczonych wybranych
struktur $wiattowoddéw nieliniowych wykonano przy uzyciu oprogramowania
COMSOL Multiphysics z modulem RF Module. Symulacja polegala na znalezieniu
dla wybranych dtugosci fali warto$ci wlasnej bedacej efektywnym wspotczynnikiem
zalamania $wiatla propagowanego modu (Neg). Do otrzymanych danych
dopasowano krzywa w postaci wielomianu, ktorg nastepnie dwukrotnie
rozniczkowano. Wartos¢ dyspersji chromatycznej obliczono wg nastgpujacego
wzoru: D, =(-A/c)-(d°Nei/d2?), gdzie 4 — diugosé fali [nm], ¢ — predkos¢ $wiatta
w prozni [km/ps]. Efektywne pole modu liczono przy pomocy oprogramowania
COMSOL Multiphysics ze wzoru Ag=(/1 dA)%(JI’dA), gdzie | — natezenie mocy
optycznej, A — powierzchnia przekroju poprzecznego struktury.

Whyniki: Rysunek 1 przedstawia profile rozktadu wspotczynnika zatamania $wiatta
opracowanych teoretycznie struktur §wiattowodow. W Tabeli 1 przedstawiono
stgzenia molowe domieszek uzytych w opracowanych strukturach $wiattowodow.
Swiattowody oznaczone symbolami SC1 i SC2 zostaty zoptymalizowane pod katem
generacji Supercontinuum, natomiast §wiattowod SSFS1 pod katem generacji
przestrajalnych solitonow.

Tabela 1 Ilo$¢ domieszek opracowanych sturktur §wiattowodow.

. Tlos¢ domieszki [% mol]
Swiattowod
Rdzen [GeO,] Plaszcz 1 [F] Plaszcz 2 [F]
SC1 19 5 3
Sc2 22 5 4
SSFS1 28 3
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Rys.1. Profile rozktadu wspotczynnika zatamania $wiatta zaprojektowanych teoretycznie nieliniowych
Swiattowodow domieszkowanych fluorem.

W celu uzyskania w $wiattowodzie duzych nieliniowo$ci zastosowano bardzo mate
rdzenie oraz stosunkowo duze domieszki germanowe. Wszystkie struktury
zoptymalizowano pod katem pracy jednomodowej w zakresie powyzej 1400 nm.
Obnizenie wspotczynnika zatamania §wiatla wokot rdzenia wynikajacego z dodatku
fluoru powoduje przesunigcie dlugosci fali powyzej, ktorej S$wiattowdd jest
jednomodowy. Im szerszy i glgbszy obszar obnizenia wspotczynnika zalamania
$wiatla tym bardziej ta dtugosé fali przesuwa si¢ w strone fal krotszych. Maty rdzen
dodatkowo zmniejsza efektywne pole modu co pozytywnie wptywa na charakter
nieliniowy $wiattowodu. Rysunek 2 przedstawia obliczone teoretycznie krzywe
dyspersji chromatycznej i efektywnego pola modu dla opracowanych struktur
swiattowodow. W przypadku §wiattowodow SC1 i SC2 uzyskano ptaska dyspersje
w zakresie okoto 1400 — 2000 nm oraz efektywne pole modu nieprzekraczajace
w tym zakresie 30 pm% W przypadku $wiattowodu o dyspersji uksztattowanej pod
katem generacji przestrajalnych solitonéw - SSFS1 udalo si¢ uzyska¢ dyspersje
anomalng w zakresie pracy jednomodowej. Aby uzyska¢ taka charakterystyke
w technologii $§wiattowodoéw klasycznych konieczna jest duza domieszka germanu
w rdzeniu oraz szeroki fragment obnizajacy wspolczynnik zatamania $wiatla wokot
rdzenia. Efektywne pole modu $wiattowodu SSFS1 zmienia si¢ nieznacznie wraz ze
wzrostem dtugosci fali.
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Rys.2. Wykresy przedstawiajace: obliczong dyspersj¢ chromatyczng (A) i efektywne pole modu (B)
zaprojektowanych struktur $wiattowodow.
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Whioski: Opracowano teoretyczne struktury wysoce nieliniowych $wiattowodow
w technologii $wiattowodow klasycznych domieszkowanych GeO, i F. Struktury te
charakteryzuja si¢ odpowiednio uksztaltowana charakterystyka dyspersyjng oraz
rozktadem efektywnego pola modu w zakresie bliskiej podczerwieni.
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CZUJINIKI SITODRUKOWANE
W JEDNOCZESNEJ ANALIZIE PARACETAMOLU,
DIKLOFENAKU | TRAMADOLU

J. KOZAK, K. TYSZCZUK-ROTKO, UMCS, Wydziat Chemii, Instytut Nauk
Chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031
Lublin.

Abstrakt: W niniejszej pracy zastosowano niemodyfikowane i modyfikowane
grafenem, mezoporowatym materiatem weglowym, nanowtoknami weglowymi lub
wielo$ciennymi nanorurkami weglowymi czujniki sitodrukowane
w woltamperometrycznych oznaczeniach paracetamolu, diklofenaku i tramadolu.
Pomiary prowadzono z wykorzystaniem adsorpcyjnej  woltamperometrii
stripingowej fali prostokatnej (SWAdASV). Czujnik sitodrukowany z weglowa
elektroda pracujaca (SPCE) zostal wybrany do dalszej optymalizacji procedury
pomiarowej. W celu wzmocnienia sygnalu tramadolu powierzchnia SPCE byta
dodatkowo elektrochemicznie aktywowana i modyfikowana dodecylosiarczanem
sodu (SDS).

Woprowadzenie: Paracetamol (PA), znany réwniez, jako acetaminofen jest
powszechnie  stosowanym,  nieopioidowym i  niesteroidowym  lekiem
przeciwbolowym dostgpnym bez recepty, wymienionym, jako lek podstawowy
przez Swiatowa Organizacje Zdrowia. Lek ten jest szeroko stosowany, jako
bezpieczny i skuteczny $rodek przeciwbolowy zwigzany z bolami glowy, plecow,
zapaleniem stawow i bdlami pooperacyjnymi. Stosowano go réwniez w celu
zmniejszenia objawow kaszlu, przezigbienia i goraczki. Dzialanie przeciwbolowe
i przeciwgoraczkowe paracetamolu jest podobne do aspiryny, ale zwykle preferuje
si¢ paracetamol, zwlaszcza u pacjentow wrazliwych na kwas acetylosalicylowy. Jest
lepiej tolerowany niz leki z grupy NLPZ i nie powoduje skutkéw ubocznych ze
strony uktadu pokarmowego. W przypadku silnego bolu mozna go stosowaé
w potgczeniu z lekami opioidowymi. Mechanizm dziatanie przeciwbdlowego
acetaminofenu jest zwigzany z hamowaniem syntezy prostaglandyn w osrodkowym
uktadzie nerwowym. Dzialanie przeciwgoraczkowe natomiast polega na wplywie
leku na uktad termoregulacji, ktéry zlokalizowany jest w podwzgoérzu [1,2]. Wzoér
strukturalny paracetamolu zaprezentowano na Rysunku 1.

NH _CH,

T

O
HO

Rys. 1. Wzoér strukturalny paracetamolu.

Diklofenak (DF, Rys. 2) to niesteroidowy lek przeciwzapalny, pochodna kwasu
aminofenylooctowego o silnym dziataniu przeciwzapalnym, przeciwbolowym
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i przeciwgoraczkowym. Dziatanie leku powoduje hamowanie indukcyjnych (COX-
2) cyklooksygenaz, odpowiedzialnych za synteze prozapalnych prostaglandyn
w miejscu zapalenia i konstytutywnych (COX-1) oraz syntez¢ prostaglandyn
pehiacych fizjologiczng funkcje w przewodzie pokarmowym oraz nerki. Diklofenak
jest szybko i catkowicie wchtaniany z przewodu pokarmowego, a nastgpnie
catkowicie eliminowany w ciagu 12 godzin, okoto 60% z moczem i 33% z katem.
Diklofenak jest stosowany, jako lek przeciwbolowy 1 przeciwzapalny
W reumatoidalnym zapaleniu stawow, innych chorobach uktadowych tkanki tacznej,
napadzie dny moczanowej, chorobie zwyrodnieniowej stawow, w zapobieganiu
i leczeniu bdélu pooperacyjnego i nerwobolow. Diklofenak nie jest zalecany dla
dzieci ponizej 12 roku zycia oraz osob cierpiacych na wrzody zoladka
i dwunastnicy, zaburzenia czynno$ci watroby, niewydolno$¢ nerek i porfirie [3,4].

Cl

NH
Cl OH

@)

Rys. 2. Wz6r strukturalny diklofenaku.

Tramadol (TR, Rys. 3) jest nietypowym opioidowym lekiem przeciwbolowym
o dziataniu osrodkowym, sktadajacym si¢ z dwdch enancjomerdw, z ktdrych oba
biorg udziat w jego dziataniu poprzez ré6zne mechanizmy. Hamuje wychwyt zwrotny
noradrenaliny (norepinefryny) i serotoniny, wigzac si¢ z miejscami ich wychwytu
zwrotnego w neuronach, co prowadzi do jednoczesnej redukcji aferentnej
sygnalizacji bolu i wzmocnienia eferentnej sygnalizacji hamujacej. Doustne
potaczenie ustalonych dawek tramadolu i paracetamolu w postaci tabletek jest
wskazane w objawowym leczeniu bolu o nasileniu od umiarkowanego do silnego.
Jest skuteczny w tagodzeniu bolu u dorostych pacjentow z bolem pooperacyjnym po
drobnych zabiegach -chirurgicznych, boélem migéniowo-szkieletowym, bolesng
cukrzycowg neuropatiag obwodowa lub bélem migrenowym. Terapeutyczne stezenie
tego opioidu w osoczu miesci si¢ w zakresie 100300 mg L. Tramadol jest szybko
i prawie catkowicie wchtaniany po podaniu doustnym, ale z powodu metabolizmu
pierwszego przejscia jego calkowita biodostgpno$é wynosi okoto 65-70%. Okoto
10-30% tego leku jest wydalane z moczem [2,5]. Oprocz metod elektrochemicznych
w oznaczeniach przedstawionych powyzej zwiazkow stosuje si¢ metody
chromatograficzne tj. wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa [6], chromatografi¢
gazowa sprzgzong ze spektrometria mas [7]. Metoda stosowang w analizie
paracetamolu, diklofenaku i tramadolu jest rowniez spektrofotometria UV-VIS [8].
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Rys. 3. Wzor strukturalny tramadolu.

Cze$¢ eksperymentalna: Pomiary wykonywane sg z wykorzystaniem analizatora
elektrochemicznego pAutolab pod kontrola oprogramowania GPES 4.9
w klasycznym naczynku elektrochemicznym o pojemnosci 10 mL. Wykorzystano
sitodrukowane czujniki we¢glowe niemodyfikowane oraz modyfikowane grafenem,
uporzadkowanym mezoporowatym materiatem weglowym (OMC), nanowtdknami
weglowymi (CNFs) i wieloSciennymi nanorurkami weglowymi (MWCNTSs).
Pomiary prowadzono z wykorzystaniem adsorpcyjnej  woltamperometrii
stripingowej fali prostokatnej w 0,1 mol L™ roztworze buforu octanowego
o pH = 3,8 + 0,1 bez lub z dodatkiem 15 mg L™ dodecylosiarczanu sodu (SDS).
Roztwory wzorcowe PA, DF i TR o stgzeniach odpowiednio 1 x 102 1 x 103
i1 x 10% mol L™ otrzymano przez rozpuszczenie nawazki kazdego ze zwigzkow
w wodzie dejonizowane;j.

Wyniki: Badania wstepne, w ktorych poréwnano czujniki sitodrukowane z weglowa
elektrodg pracujgcg niemodyfikowang, modyfikowang grafenem, wielo$ciennymi
nanorurkami  weglowymi, nanowldknami weglowymi oraz mezoporowatym
materiatem weglowym wykazaty, ze najwyzsze i najlepiej uksztaltowane sygnaty
analityczne DF i TR uzyskano na niemodyfikowanej elektrodzie weglowej, SPCE
(Rys. 4A). W dalszej czgéci badan sprawdzono mozliwo$¢ zastosowania SPCE,
w jednoczesnych oznaczeniach PA, DF i TR. Na podstawie otrzymanych badan
(Rys. 4B) stwierdzono, ze sygnaty analityczne PA, DF i TR sa dobrze uksztattowane
i rozdzielone, co potwierdza mozliwo$¢ ich jednoczesnego oznaczania.
Powierzchnia  SPCE  zostal  nastepnie  elektrochemicznie  aktywowana
i zmodyfikowana dodecylosiarczanem sodu, co pozwolilo na znaczne wzmocnienie
sygnatu pochodzacego od tramadolu. Optymalizacja procedury pomiarowej i jej
zastosowanie jest przedmiotem dalszych badan. Aktywacja jest znang metoda
poprawy wiasciwosci czujnikow sitodrukowych (zwigkszenie czulo$ci na analit
i ufatwienie transferu elektronéw). Aktywacja moze funkcjonalizowa¢ powierzchnig
elektrody, zwigksza¢ powierzchni¢ czynng lub usuwaé zanieczyszczenia obecne na
powierzchni. Wséréd metod aktywacji elektrod sitodrukowych wyroznia si¢
polerowanie mechaniczne lub ultradzwigkowe, obrobke cieplng oraz aktywacje
elektrochemiczng [9,10]. Dzigki adsorpcji surfaktantow na powierzchni elektrody
zmieniaja si¢ jej wiasciwosci, co wplywa na szybkos$¢ reakcji. Ponadto $rodki
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powierzchniowo czynne skutecznie stabilizuja odpowiedz woltamperometryczna,
chronigc powierzchni¢ elektrody przed zanieczyszczeniami. Wykazano, ze
surfaktanty moga zwigksza¢ nagromadzanie si¢ niektorych czasteczek
elektroaktywnych na powierzchni elektrody, co skutkuje poprawa sygnatu
analitycznego i wzrostem czutosci opracowanej metody [11,12].

4 — 1.4 —
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Rys. 4. A) Woltamperogramy otrzymane podczas oznaczania 2 x 107 mol L™ diklofenaku
i2 x 10® mol L™ tramadolu na weglowych czujnikach sitodrukowanych: niemodyfikowanym (a),
modyfikowanym nanowtéknami weglowymi (b), modyfikowanym grafenem (c), modyfikowanym
uporzadkowanym mezoporowatym materiatem weglowym (d) i modyfikowanym wielo$ciennymi
nanorurkami weglowymi (e), B) Woltamperogramy zarejestrowane podczas oznaczania 2 x 10 mol L™
PA, 1 x 10" mol L* DFi2 x 10°® mol L TR. Potencjat i czas nagromadzania: -0,25 Vi 30 s.
Parametry SWV: amplituda 50 mV, czgstotliwo$¢ 50 Hz.
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ZASTOSOWANIE METOD FIZYKOCHEMICZNYCH
W ANALIZIE MATERIALOW NA BAZIE BIOCERAMIKI

M. JEDREK'? G. KALISZ? J. MATYS? I. STEFANOWICZ-PIETA®,
A. SROKA-BARTNICKA?* ! Collegium Medicum Wydzial Medyczny
Uniwersytetu Kardynata Stefana Wyszynskiego, ul. Kazimierza Woycickiego 1/3,
01-938 Warszawa, “Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydzial Farmaceutyczny,
Zaktad Biofarmacji, ul. Chodzki 4a 20-093 Lublin, 3Instytut Chemii Fizycznej
Polskiej Akademii Nauk, ul. Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa, “Uniwersytet
Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Genetyki
i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-400 Lublin.

Abstrakt: W  niniejszej pracy  przedstawiono  zastosowanie = metod
fizykochemicznych takich jak: spektroskopia fotoelektronéw w zakresie
promieniowania X (XPS, z ang. X-ray photoelectron spectroscopy), spektroskopia
DRIFT tj. odbicia rozproszonego od niejednorodnych powierzchni (Diffuse
Reflectance Infrared Fourier Transformed) oraz skaningowy mikroskop elektronowy
w analizie materialdbw na bazie bioceramiki czyli hydroksyapatytu. Badano
hydroksyapatyt za pomoca trzech réznych technik aby dokonaé charakterystyki
fizykochemicznej. Zastosowanie trzech réznych metod analitycznych umozliwia
skorelowanie uzyskanych informacji chemicznych oraz wtasciwosci fizycznych, co
pozwoli na szeroka ocene badanego materiatu.

Wprowadzenie: Rozwéj wspotczesnej medycyny pociaga za sobg konieczno$é
wprowadzania na rynek coraz nowszych materialdw na bazie bioceramiki oraz
udoskonalania wlasciwosci juz istniejacych. Porowatos¢ biomateriatow umozliwia
ich potaczenie z zywa tkanka, w wyniku czego dochodzi do proliferacji
i réznicowania si¢ komérek w obrebie porow. Odpowiedni rozmiar i potaczenia
miedzy porami decyduja o przenikaniu i mineralizacji tkanki, dajac dobre i trwate
potaczenie implantu z koscig. Materialy bioceramiczne charakteryzuja si¢
biokompatybilno$cig, nie wywotuja reakcji  toksycznych, alergicznych,
mutagennych oraz kancerogennych [1]. Z tych wtasnie wzgledow materiaty te
stosuje si¢ przy uzupetlnianiu ubytkow kostnych. Roézne wiasciwosci
mikrostrukturalne i fizykochemiczne biomateriatow, takie jak fizykochemia
powierzchni, jej chropowato$¢, topografia, wlasciwosci mechaniczne i swobodna
energia miedzyfazowa maja kluczowe znaczenie dla adhezji, proliferacji
i réznicowania komoérek [2,3]. W celu poréwnania poszczegdlnych materialow
i reakcji zachodzacych na ich powierzchni stosuj¢ si¢ analize fizykochemiczna,
w szczegblnosci analize spektralng. Jednymi z najczgéciej stosowanych technik
spektroskopowych sg: spektroskopia fotoelektronéw w zakresie promieniowania X
oraz spektroskopia DRIFT. W celu obserwacji topografii badanego materiatu
bioceramicznego oraz charakteryzacji substancji organicznych oraz nieorganicznych
w skali od nanometrycznej do mikrometrycznej wykorzystywany jest skaningowy
mikroskop elektronowy. Spektroskopia fotoelektronow w zakresie promieniowania
X (XPS, X-ray photoelectron spectroscopy) oparta jest o pomiary energii
kinetycznej elektronow w prozni, wzbudzonych w materiale i wyemitowanych na
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zewnatrz materialu  pod wplywem wigzki promieniowania X. Kwant
promieniowania X o dostatecznej energii (tzw. krytyczna energia wzbudzenia) moze
zosta¢ zaabsorbowany przez elektron z wewngtrznego poziomu stacjonarnego 1s
atomu i spowodowaé wyrzucenie elektronu o pewnej energii kinetycznej w proznig.
Najwigksza zaleta widm fotoelektronéw jest mozliwos¢ bezposredniego pomiaru
tzw. przesuni¢g¢ chemicznych, czyli linii wynikajacych ze zmian otoczenia
chemicznego atomow rozpatrywanego pierwiastka, co pozwala na rozpoznanie,
w jakim zwiagzku chemicznym wystgpuja rozpatrywane pierwiastki [4]. Jednym
z rodzajéw spektroskopii w podczerwieni jest spektroskopia DRIFT. Dzigki
wykorzystywaniu odbicia rozproszonego od niejednorodnych powierzchni, mozliwe
jest uzyskanie widma w wyniku pomiaru promieniowania odbitego od probki.
Padajace na dana probke promieniowanie jest w stanie przenika¢c w jej glab,
w wyniku czego ulega ono wielokrotnemu odbiciu spowodowanemu kolejnymi
warstwami atomow. Prowadzi to do jego czgSciowego oslabienia i opuszczenia
probki pod innym katem niz pierwotny kat padania. Intensywno$¢ promieniowania
odbitego w sposob rozproszony jest mierzona za pomocg ukladu luster lub lustra
sferycznego kierujacych promieniowanie odbite od probki we wszystkich
kierunkach do detektora [5]. Skaningowy mikroskop elektronowy uzywa skupionej
wiazki wysokoenergetycznych elektronéw, ktora bombarduje probke linia po linii.
Padajace elektrony reaguja z atomami na probce co powoduje ich rozproszenie.
Rozproszenie to moze by¢ elastyczne i nieelastyczne. W przypadku pierwszego
predkos¢ oraz energia kinetyczna pozostaja niezmienne przy jednoczesnej zmianie
trajektorii elektronow. Wynika to z réznicy pomiedzy masa jadra atomowego a masa
elektronu. W rozproszeniu nieelastycznym trajektoria padajacych elektronéw moze
by¢ lekko wzburzona lecz ich energia jest tracona poprzez reakcje z elektronami na
orbitalach atomowych. W rezultacie interakcji elektron-probka uzyskujemy
informacj¢ na temat sktadu chemicznego, struktury krystalicznej oraz rozmiarow
obiektow wchodzacych w sktad badanej probki, dzieki ktérym generowany jest jej
dwuwymiarowy obraz [6].

Cze$¢é eksperymentalna: W celu zbadania charakterystyki chemicznej oraz
wlasciwosci  fizykochemicznych ~ hydoksyapatytu  uzyto: spektroskopii
fotoelektronéw w zakresie promieniowania X (XPS), spektroskopii DRIFT oraz
skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM). Powyzsze techniki pozwolity na
precyzyjna ocen¢ powierzchni hydroksyapatytu oraz oceng¢ jego skladu
chemicznego.

Wyniki: Zastosowanie spektroskopii XPS pozwolito na identyfikacje wegla, azotu,
tlenu, wapnia i fosforu, wchodzacych w sktad badanego materiatu. Dla prébki
badanego hydroksyapatytu mozna zidentyfikowaé cztery glowne regiony
w zakresach czestotliwosci: 3600-3000 cm™, charakterystyczne dla czasteczek
hydratow wody, 3100-2800cm™, charakterystyczne dla pasm v C-H i v N-H,
3000-2100 cm™, charakterystyczne dla jonéw obojnaczych aminokwaséw oraz
1550-750 cm " charakterystyczne dla weglanéw i grupy HPO,. Za pomocg techniki
SEM mozna bada¢ strukture i porowato$¢ hydroksyaptytu.
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Rys. 1. XPS — widmo pomiarowe dla probki hydroksyapatytu.
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Rys. 2. Widmo czystego hydroksyapatytu (HA) uzyskane w spektroskopii DRIFT.

Whnioski:  Przeprowadzone badania umozliwily zbadanie  wlasciwosci
fizykochemicznych hydroksyapatytu. Wykazano, ze techniki fizykochemiczne, takie
jak DRIFT, XPS i SEM, sa skutecznym sposobem analizy probek ceramicznych
i moga by¢ stosowane w badaniach biomaterialow stosowanych w medycynie
regeneracyjnej, w tym inzynierii tkanki kostnej.

Projekt realizowany w ramach grantu Fundacji na rzecz Nauki Polskiej POWROTY
(POIR.04.04.00-00-4398/17-00 POWROTY/2017-4/14) oraz (POWROTY/2016-
1/5).
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ZASTOSOWANIE TECHNIKI MALDI MSI DO ANALIZY
TKANKI KALUSA UFORMOWANEGO NA LODYDZE
POMIDORA POD WPLYWEM INFEKCJI AGROBACTERIUM
TUMEFACIENS

K. SUSNIAK, I. KOMANIECKA, A. PASTUSZKA, A. CHOMA, UMCS,
Wydzial Biologii i Biotechnologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, 20-033
Lublin.

Abstrakt: Obrazowanie metoda spektrometrii mas (MSI) zastosowane wraz
z technika MALDI (desorpcja/jonizacja laserowa wspomagana matrycg) zostalo
wykorzystane do analizy tkanki roslinnej (kalusa) powstatej w wyniku infekcji
todygi pomidora fitopatogenem (Agrobacterium tumefaciens). W komoérkach kalusa
stwierdzono nagromadzenie wtornych metabolitow. Zwigzki te zidentyfikowano na
podstawie otrzymanych widm masowych jako pochodzace od a-tomatyny -
glikoalkaloidu wystepujacego w todygach i lisciach pomidora. Technika MALDI-
MSI umozliwita zobrazowanie przestrzennego rozmieszczenia tego zwiazku
w analizowanej tkance.

Wprowadzenie:  Obrazowanie metoda spektrometrii  mas (MSI) jest
wykorzystywane do wizualizacji przestrzennego rozmieszczenia in situ, bez
znakowania, zwigzkow takich jak: peptydy, biatka, cukry czy lipidy. MSI pozwala
na wykonanie analiz tkanek i komorek bez ich wczeéniejszego przygotowania [1].
Masa czasteczkowa analitow moze si¢ waha¢ od okoto 100 kDa (i wigcej), dla
duzych biatek do 1 kDa (i ponizej) dla matych endogennych metabolitow [2].
Zasada dziatania spektrometrii mas opiera si¢ na jonizacji zwiazkéw chemicznych,
a nastgpnie separacji uzyskanych jondw na podstawie stosunku masy do tadunku
(m/z) 1 rejestracji jonéw w formie widma. W przypadku MSI widma masowe sa
zbierane w trakcie skanowania z kazdego punktu tkanki, a nastgpnie sa
przeksztalcane na mapy rozmieszczenia przestrzennego czasteczek [3]. Najczesciej
wykorzystywang metoda jonizacji stosowang w MSI jest desorpcja/jonizacja
laserowa wspomagana matryca (MALDI). MALDI to technika fagodnej jonizacji,
ktora pozwala na analiz¢ duzych czasteczek nie powodujac ich nadmiernej
fragmentacji. Ponadto w trakcie jonizacji ta technikg powstaja glownie jony
o pojedynczym tadunku [4]. W przypadku stosowania techniki MALDI jedyna
modyfikacja preparatu tkankowego jest konieczno$§¢ uzycia matrycy czyli
krystalizujacego zwiazku organicznego wspomagajacego jonizacje probki pod
wplywem wiazki lasera UV [5]. Prostota przygotowania probki oraz mozliwos¢
jednoczesnej analizy chemicznej metabolitow oraz wizualizacji ich rozmieszczenia
(dzigki okreSleniu wspbtrzednych x, y analizowanego miejsca bezposrednio
w tkance) sprawia, ze MALDI MSI staje si¢ narzgdziem powszechnie stosowanym
do obrazowania metabolitéw roslinnych w tkankach [6]. Technik¢ MALDI MSI
zastosowano do analizy tkanki kalusa, powstajacego wskutek infekcji rosliny przez
patogenna, glebowg bakteri¢ Agrobacterium tumefaciens. Te Gram-ujemne pateczki
z rodziny Rhizobiaceae to fitopatogeny atakujace todygi i korzenie wielu odmian
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roslin dwulisciennych i niektorych roélin nagozalgzkowych. Agrobacterium atakuje
gltéwnie zranione tkanki, ktore rozpoznaje przez wydzielane w miejscach zranienia
zwiazki takie jak fenole i1 cukry dziatajace jako chemoatraktanty. Patogen
transformuje komorki roslinne wymuszajac ich ciaggle podziaty co prowadzi do
powstawania tkanki tumorowej. Transformacja komorek rosliny wynika ze
zdolno$ci tych bakterii do przenoszenia fragmentu wiasnego DNA do komoérek
roslinnych i jego integracji z materialem genetycznym rosliny-gospodarza [7].
Zrédtem transferowanego DNA (tzw. T-DNA) jest plazmid Ti. Ekspresja genow
kodowanych przez T-DNA w komorce ro$linnej prowadzi do produkcji enzymow,
ktore katalizuja synteze hormonow roslinnych — auksyn i giberelin,
odpowiedzialnych za rozrost tkanki (kalusa). Zainfekowana tkanka roslinna
produkuje opiny — niskoczasteczkowe zwiazki, ktore moga by¢ metabolizowane
wylacznie przez komorki Agrobacterium, stuzac im jako zrodlo wegla i azotu
1 W powyzszy sposob zapewniajac selektywna korzys$¢ dla tego gatunku bakterii [8].
Zakazenie roSliny przez A. tumefaciens powoduje nieodwracalne zmiany w tkance
ro$linnej zaro6wno te anatomiczne jak i metaboliczne. Do przesledzenia tych zmian
postuzyta technika MALDI MSI.

Cze$¢ eksperymentalna: Jako organizm modelowy w badaniach zostaly
wykorzystane siewki pomidora (Solanum lycopersicum L.) odmiana Betalux. 6-cio
tygodniowe roéliny (po 5 w kazdej grupie), z rozwinigtym trzecim lisciem,
skaleczono sterylng igla na odcinku ok. 1 cm, pomigdzy 1-szym a 2-gim li§ciem.
W powstatg rang wprowadzono 20 pl odmtodzonej (48h) hodowli A. tumefaciens
C58 w przypadku proby badanej, badz pozostawiono bez infekowania, na
powietrzu, w przypadku kontroli. Po okresie 4 tygodni zebrano rosliny z w petni
wytworzonym kalusem na todydze, zamrozono w cieklym azocie i przechowywano
w -80°C do czasu ich analizy. Jednocentymetrowe fragmenty todygi wraz z kalusem
(proba badana) lub miejscem zranienia (kontrola) przeniesiono do -20°C i w tej
temperaturze krojono na 30 um skrawki przy uzyciu kriomikrotomu (Leica
CM1950, Nussloch, Germany). Skrawki przytwierdzono do szkietek
mikroskopowych typu no-frost. Nastepnie, za pomoca aerografu, na przytwierdzone
skrawki naniesiono kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy jako matrycg (CHCA;
10 mg/ml w 70% acetonitrylu z dodatkiem 0,1% TFA) i poddano analizie MALDI
MSI. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu spektrometru mas typu MALDI Q-TOF
(Synapt G2-Si, Waters) wyposazonego w laser Nd:YAG (A= 355 nm). Obrazy
uzyskano w trybie jonow dodatnich w zakresie 100—2000 m/z przy ustawieniu mocy
lasera 250 eV i czgstotliwosci 1000 Hz. Krok lasera wynosit 60um x 60pm
(w plaszczyznie x,y). Uzyskane mapy byly analizowane w programie HDImaging
(Waters) oraz znormalizowane do TIC (Total lon Current).

Wyniki: Analizie MALDI MSI poddano skrawki todygi pomidora zakazonego A.
tumefaciens oraz ro§liny z proby kontrolnej. Na Rys. 1, w lewym panelu
przedstawiono obrazy makroskopowe tkanek roslinnych po natozeniu matrycy,
w panelu srodkowym pokazano wybrane znormalizowane mapy dla wybranych,
intensywnych sygnatow, zas w panelu prawym pokazano usrednione widma
masowe dla calej analizowanej tkanki. Analizujagc widma masowe otrzymane dla
skrawkow kalusa 1 proby kontrolnej stwierdzono obecnos¢ intensywnych sygnatow
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0 m/z 1034.57 oraz 1072.57, rozmieszczonych w calej objetosci tkanki kalusa oraz
w epidermie todygi rosliny kontrolnej. Sygnaty te zidentyfikowano na podstawie
danych literaturowych jako o-tomatyng¢ i jej pochodna przyporzadkowujac
warto$ciom m/z 1034.57 oraz 1072.57 odpowiednio mas¢ czasteczkowa tomatyny
protonowanej [M+H]" oraz potasowanej [M+K]" [9]. Tomatyna jest glikoalkaloidem
wystepujacym zarowno w todygach jak i w lisciach pomidoréw. Substancja ta
wykazuje silne dzialanie przeciwbakteryjne 1  przeciwgrzybowe [10].
Przypuszczalnie obserwowane w doswiadczeniu wyzsze stezenie w lodydze
pomidora zakazonego wobec kontroli moze by¢ wynikiem reakcji obronnej rosliny
wobec patogena.

Obraz umkrosvkopmw 1034.5 m/- 1072.5 m/= Widmo masowe
tkanki -

Kontrola

Rys. 1. Analiza MALDI MSI tkanki kalusa powstatego na todydze pomidora po zakazeniu A. tumefaciens
i fragmentu todygi z proby kontrolnej. W panelach przedstawiono kolejno: obraz makroskopowy skrawka
tkanki po naniesieniu matrycy, uzyskane mapy chemiczne dla a-tomatyny w przekroju poprzecznym
todygi pomidora, usrednione widma masowe z catej analizowanej tkanki.

Whioski: Zakazenie Agrobacterium tumefaciens powoduje widoczne zmiany
anatomiczne w tkance ro$linnej poprzez wywolanie powstawania narosli (kalusa)
oraz idace za tym zmiany metaboliczne, np. zwigkszong produkcje glikoalkaloidu
przeciwbakteryjnego o-tomatyny. Jej nagromadzenie w tkance ro$linnej oraz
lokalizacja moga by¢ oceniane poprzez detekcje metabolitoéw technikg MALDI MSI.
Usrednione widmo mas tkanki kalusa wskazuje na obecno$¢ szeregu dodatkowych
jonéw reprezentujacych zwigzki charakterystyczne dla tej tkanki. Identyfikacja tych
substancji jest tematem obecnie prowadzonych badan.

Praca powstala w ramach realizacji projektu OPUS finansowanego ze $rodkow
Narodowego Centrum Nauki (nr projektu: 2018/31/B/NZ9/01755).
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ZNACZENIE WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII
CIECZOWEJ W BADANIACH LIPOFILOWOSCI

D. STRASZAK, K. WOJCIECHOWSKA, P. GLAZ, D. MATOSIUK, UM,
Katedra i Zaktad Syntezy i Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych,
ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Chromatografia cieczowa jest jedng z najwazniejszych technik
analitycznych stosowanych od lat 70 ubieglego wieku do oznaczania lipofilowosci
zwigzkow chemicznych. Ciagle trwaja poszukiwania sposobu modyfikacji zar6wno
fazy ruchomej, jak i stacjonarnej, aby jak najprecyzyjniej odzwierciedlaty one
warunki panujace w organizmach zywych. Odkrycia ostatnich lat przyczynily si¢ do
wprowadzenia nowych rozwigzan w sposobie pomiaru i analizie parametrow
chromatograficznych,  ktore  korelujaca  z  istotnymi  deskryptorami
farmakologicznymi, a tym samym zwigkszylo si¢ znaczenie technik
chromatograficznych w poszukiwaniu zwiazkéw o potencjale biologicznym.

Wprowadzenie: Podstawowymi wlasciwosciami fizyko-chemicznymi
pozwalajacymi przewidzie¢ absorbcje, dystrybucje, metabolizm, eliminacj¢ oraz
toksyczno$¢ leku (ADMET) sa: lipofilowo$¢, rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz stata
jonizacji. Parametry te sa ze soba SciSle powigzane, zazwyczaj kazdy z nich
oznaczany jest w osobnym badaniu metodami bezposrednimi lub pos$rednimi. Aby
lek wykazat aktywno$¢ biologiczng musi rozpuszczaé si¢ zar6wno W niepolarnych,
jak 1 polarnych rozpuszczalnikach. Modyfikujac wyzej wspomniane parametry
mozna wptywac na wlasciwos$ci farmakokinetyczne zwigzku. Lipofilowo$¢ stanowi
jedng z najwazniejszych wilasciwosci zwigzkéw aktywnych biologicznie. Jest
podstawowym czynnikiem biodostepnosci decydujacym, min. o przenikaniu leku
przez blony biologiczne czy oddziatywaniu z receptorami, a dzigki temu indukuje
odpowiedz komodrkowa. Zgodnie z definicja IUPAC lipofilowos¢ stanowi
powinowactwo danej czasteczki lub jej fragmentu do $rodowiska lipofilowego.
Parametrem okreslajacym wlasciwosci lipofilowe jest wspdtczynnik podzialu
pomigdzy fazg¢ wodna i organiczna (log P), a uktadem referencyjnym jest uktad
ekstrakcyjny oktan-1-ol — woda [1-5]. Wysokosprawna chromatografia cieczowa
w odwroconym uktadzie faz (ang. Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography, RP-HPLC) to jedna z kluczowych metod wykorzystywanych
w pomiarach lipofilowosci. Zgodnie z teorig solwofobowa, retencja substancji na
kolumnie jest wywotana wymuszong ,,adsorpcja”. Hydrofobowa czesé zwigzku
asocjuje z hydrofobowymi tancuchami weglowymi fazy stacjonarnej
z wykorzystaniem sit van der Waalsa, natomiast woda ze wzgledu na duze napigcie
powierzchniowe wttacza niepolarng cze$¢ zwiazku migdzy alkilowe tancuchy.
Charakterystyczne jest to, ze grupy polarne czasteczki sa zawsze zwrocone
w kierunku fazy ruchomej. W chromatografii odwroconych faz stosuje si¢
niepolarng i hydrofobowa faz¢ stacjonarna. Polarno$¢ fazy stacjonarnej jest zalezna
od dtugosci i ilosci tancuchow alkilowych [6]. Najczeéciej wykorzystywanym
adsorbentem RP jest oktadecylosilanizowany zel krzemionkowy (ang. Octadecyl
Silica Gel, ODS). Typowe ptytki ODS zawierajg czg¢$ciowo niezestryfikowane
grupy silanolowe, ktére za pomocg wigzan wodorowych i sit elektrostatycznych
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wplywaja na wyniki pomiaru. Jezeli faza ruchoma posiada wysoka zawarto$¢ wody,
wspomniane wyzej grupy sa oslaniane przez jej czasteczki, co nie wpltywa na
ostateczny wynik badania. Jezeli jednak zawarto$¢ wody jest niska, to podczas
rozwijania chromatogramu moga nastapi¢ polarne oddziatywania migdzy wolnymi
grupami silanolowymi 1 polarnymi grupami badanego zwigzku, co moze
spowodowa¢ nieprawidtowosci w pomiarze lipofilowosci, skutkujace zwigkszeniem
warto$¢ parametru log k. Ptytki ODS sa w tej chwili rekomendowane jako faza
stacjonarna w technikach chromatograficznego pomiaru lipofilowosci. Posiadaja one
zblizone wiasciwosci do blon biologicznych, w przeciwienstwie do oktan-1-olu
majg charakter anizotropowy, a ich powierzchnie powlekaja hydrofobowe tancuchy
weglowe, przez co czasteczki badanej substancji moga wnikac¢ na rézng gltebokosc
fazy. Uklad taki odzwierciedla w blizszym stopniu struktury biologiczne niz uktad
oktanol — woda. Wada silanizowanych zeli krzemionkowych jest jednak brak ich
trwatosci w zasadowym 1 silnie kwasnym $rodowisku, dlatego wykorzystuje si¢ je
jedynie w granicach pH 2,5-7,5 [6,7]. Aby ograniczy¢ ilos¢ wolnych grup
silanolowych stworzono kolumny, pokryte trimetylochlorosilanem (TMCS) lub
heksametylodisilazanem (HMDS), fazy stancjonarne z inkorporowanymi polarnymi
grupami takimi jak sulfonamidowa, eterowa czy amidowa (np. Discovery™
RP-Amide-Cy5, Supelcosil LC-ABZ') oraz kolumny zawierajace mosty
propylenowe (e.g. Zorbax™ Extend-Cig). Innym rozwigzaniem sa kolumny
0 budowie polimerowej, ktore pozbawione sg efektu grup silanolowych [3,8,9]. Faze
ruchoma w RP-HPLC stanowi mieszanina wody lub buforu z organicznym
modyfikatorem. Najczgéciej do tego celu wykorzystuje si¢ metanol, acetonitryl,
aceton, dioksan lub tetrahydrofuran. Dodanie organicznego modyfikatora jest
konieczne, bowiem zmniejsza on polarnos¢ fazy ruchomej i zwicksza
rozpuszczalno$¢ zwigzku oznaczanego, a przez to wydluza jego migracje [7].
Podczas badania analizowane zwiazki powinny by¢ zachowane w formie neutralnej,
dlatego tez w fazie ruchomej stosuje si¢ bufory, glownie sl buforowana fosforanem
(PBS), kwas 4-morfolinopropylosulfonowy (MOPS) lub bufor fosforanowy. Majg
one niewielkg tendencje do tworzenia par jonowych, a jednocze$nie duzg pojemnosé
buforowa [10].Teoretycznie modyfikator nie powinien mie¢ wplywu na wynik
oznaczenia lipofilno$ci zwiazku, to jednak wartosci log k otrzymane
z wykorzystaniem roznych modyfikatorow réznig si¢ pomiedzy soba. Wynika to
z ich wptywu na kwasowos$¢ wolnych grup silanolowych w kolumnie, pK, substancji
oznaczanej oraz pH fazy mobilnej. Zaleca si¢, aby modyfikatorem organicznym byt
w pierwsze] kolejnosci metanol, jest to zwigzane z podobiefistwem fizyko-
chemiczne do wody, przez co nie zaburza on powstawania wigzan wodorowych
migdzy czasteczkami wody [1-4]. Ze wzgledu na ryzyko oddzialywan miedzy
wolnymi grupami silanolowymi a substancjg badang, jako substancje maskujace do
pomiaréw wykorzystuje si¢ hydrofobowe aminy takie jak N,N-dimetylooktyloaming
czy n-decyloamine. W przypadku stosowania acetonitrylu jako modyfikatora
organicznego, ich skutecznos¢ jest znacznie ostabiona, poniewaz acetonitryl posiada
stabe wiasciwosci zwilzania woda powierzchni fazy stacjonarnej, przez co nie
pozwala dotrze¢ aminom w glab adsorbentu, a tym samym hamuje ich dzialanie
[11]. Nowymi substancjami maskujacymi sa RTILS (ang. Room-Temperature lonic
Liquids). Ich zastosowanie jest jednak ograniczone ze wzgledu na ich wptyw na
detekcje UV oraz mozliwos¢ tworzenia par jonowych z substancjami jonizujacymi.

126



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Dodatkiem maskujacym w fazie ruchomej moze by¢ takze oktan-1-ol, ktory tworzy
na powierzchni fazy stacjonarnej oktanolowg warstwe w wyniku preferencyjnej
sorpcji [12]. Klasyczne fazy stacjonarne stosowane w RP-HPLC daja co raz bardziej
precyzyjne mozliwosci pomiardw parametréw lipofilowosci substancji. Jednak
punkt odniesienia jakim jest oktan-1-ol, nie odzwierciedla w petni wtasciwosci bton
biologicznych, dlatego réownolegle trwaja prace nad biomimetycznymi fazami
stacjonarnymi, ktore swoimi wlasciwosciami beda imitowaé struktur¢ blon
biologicznych. Przyktadem takiej fazy stacjonarnej jest stworzona przez Pidgeona
i wsp. immobilizowane sztuczne blony biologiczne (ang. Immobilised Artificial
Membrane, 1AM) [13,14]. IAM posiada na powierzchni fosfolipidows
monowarstwe zwigzang kowalencyjnie z aminopropylosilanem rdzenia. Mechanizm
retencji na IAM opiera si¢ na oddziatywaniach hydrofobowych oraz sitach
elektrostatycznych pomigdzy substancja badang a powierzchnia blony.
Wykorzystanie  retencji  zwigzanej z jonizacja oraz  oddzialywaniami
elektrostatycznymi umozliwito pomiar parametrow lipofilowosci mocnych zasad,
takich jak metformina, ktore w fizjologicznym pH sg silnie zjonizowane, a pomiar
w klasycznej metodzie RP-HPLC byl niemozliwy [15,16]. Obecnie na rynku
dostepnych jest kilka wariantow kolumn IAM, w ktérych warstwe fosfolipidowa
tworzg: fosfatydyloetanoloamina (PE), fosfatydylocholina (PC), fosfatydyloglicerol
(PG), kwas fosfatydowy (PA) lub fosfatydyloseryna (PS). Fazg ruchomg stosowang
z IAM jest najczesciej PBS. W przypadku IAM zwykle nie ma potrzeby, aby do
badania uzywac¢ modyfikatora organicznego. Jesli jednak zaistnieje taka koniecznos¢
to wowczas najczegsciej wykorzystuje si¢ acetonitryl. W przeciwienstwie do
klasycznej RP-HPLC, metanol nie moze by¢ uzywany w badaniu, poniewaz wptywa
on na stabilno§¢ kolumny. Trwalo$¢ IAM zalezna jest rowniez od pH, a mozna ja
stosowa¢ w granicach pH od 2,5 do 7,4. Udowodniono, ze warto$¢ log kjay bardzo
dobrze korelujg z waznymi farmakologicznymi parametrami takimi jak absorbcja
leku po podaniu doustnym, penetracja skory, przenikanie przez barier¢ krew —
mozg, przepuszezalno$¢ przez model komoérkowy CaCo-2 [13-17]. Innym
przyktadem biomimetycznych faz stacjonarnych sg kolumny pokryte proteinami np.
albuminami ludzkiej surowicy (HSA) [16]. Ciekawa alternatywa dla powszechnie
stosowanych technik HPLC jest chromatografia z immobilizowanymi liposomami
(ang. Immobilized Liposome Chromatography, ILC). Fazy w niej stanowia liposomy
zbudowane amfifilowych fosfolipidow tworzacych sferyczne naczynia wypetnione
faza wodna. Podziat substancji w ILC imituje mechanizm adsorpcji bton
biologicznych. Polarne glowy fosfolipidow decyduja o elektrostatycznych
wilasciwo$ciach liposomu, mogg uktada¢ sie w roznych kierunkach na powierzchni
kolumny zaleznie od rozpuszczalnika i wlasciwos$ci substancji oznaczanej. [18]. Ze
wzgledu na specyficzne oddzialywania wystepujace w podczas podzaitu w ILC,
czgsto uzywa si¢ pojecia fosfolipofilowosci. Wyniki otrzymane za pomocg tej
techniki wykazuja wysoka korelacj¢ z przepuszczalno$cig przez model komoérkowy
Caco-2 [19].

Whioski: RP-HPLC posiada wiele zalet. Przede wszystkim jest metoda szybka, a do
oznaczen wystarczy jedynie niewielka ilo$¢ badanego zwiazku. Ponadto, daje
mozliwo$¢ analizowania zwigzkéw o zroéznicowanej strukturze, w tym
odznaczajacych sie matg i duza lipofilowoscia (log P od 1 do 6), a na wynik pomiaru
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nie maja wplywu zanieczyszczenia probki. Parametry chromatograficzne takie jak
log k sa wykorzystywane w skriningowych testach nowych kandydatow na leki.
Wspotczynniki retencji sg korelowane z deskryptorem lipofilowosci i stosowane w
analizie QSRR (ang. Quantitive Structure-Retention Relationship), jak rowniez
QSAR (ang. Quantitive  Retention-Activity = Relationships). = RP-HPLC
wykorzystywana jest do oznaczania parametrow biodostgpnosci, w tym
przenikalno$ci przez blony biologiczne, wchtaniania oraz wigzania si¢ z biatkami
krwi zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu medycznym. Wyniki otrzymane ta
metoda sa czesto korelowane ze wspdtczynnikami aktywnos$ci biologicznej, min.
MIC, LD oraz LC [6,20,21]. Dzi¢ki tym zaletom chromatografia zyskuje kluczowe
znaczenie w badaniach procesow ADMET in silico.
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ZASTOSOWANIE ELEKTROCHEMICZNEJ
SPEKTROSKOPII IMPEDANCYJNEJ DO BADANIA
MECHANIZMU DZIALANIA NANOCZASTEK TLENKOW
METALI W ELEKTRODACH JONOSELEKTYWNYCH

K. PIETRZAK!, C. WARDAK!, SZ. MALINOWSKI? N. KRSTULOVIC?,
'UMCS, Wpydziat Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii
Analitycznej, Pl. Marii Sklodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin, “Politechnika
Lubelska, Wydzial Budownictwa i Architektury, Katedra Geotechniki,
ul. Nadbystrzycka 40, 20-618 Lublin, 3Instytut Fizyki, Bijenicka cesta 46, 10 000
Zagrzeb.

Abstrakt: W ostatnich latach nanoczastki metali i tlenkow metali ciesza sig
ogromng popularnoscig wérod naukowcow, ktorzy wciaz opracowujg nowe metody
ich otrzymywania oraz szukaja nowych obszarow zastosowan. Jednym z nich jest
wykorzystanie nanoczastek w  konstrukcji czujnikdw  elektrochemicznych.
W niniejszej pracy opisano elektrody jonoselektywne, w ktorych jako staty kontakt
zastosowano warstwe nanoczastek tlenkow metali (tlenek miedzi, zelaza i cynku),
a do zbadania ich parametréw analitycznych oprocz metod potencjometrycznych
wykorzystano rowniez metode elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej
(EIS), ktora postuzyta do wyznaczenia parametrow elektrycznych otrzymanych
czujnikow.

Wprowadzenie: Metoda spektroskopii impedancyjnej w ostatnich latach jest coraz
popularniejsza i stuzy glownie jako narzedzie do badania wlasciwosci elektrycznych
i elektrochemicznych materiatow i systeméw. W duzym uproszczeniu metoda ta
polega na przytozeniu bodzca elektrycznego (o znanym natgzeniu lub napigciu) do
badanych elektrod oraz obserwowaniu otrzymanej w ten sposob odpowiedzi [1].
Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (EIS) umozliwia rozdzielenie oraz
charakterystyke proceséw kinetycznych zachodzacych w roznych uktadach
elektrochemicznych [2]. W odniesieniu do elektrod jonoselektywnych jest to szybka
i wygodna metoda, umozliwiajaca badanie kinetyki przenoszenia fadunku na granicy
faz pomigdzy membrang jonoselektywna a elektroda wewngtrzna. Pozwala
zoptymalizowa¢ i scharakteryzowa¢ membrany jonoselektywne oraz monitorowac
ich pracg. EIS umozliwia wyznaczenie wielu parametrow, takich jak opornosc¢
wewnetrzna i oporno$¢ przenoszenia tadunku oraz pojemnos$¢ warstwy podwdjnej
[3]. Ponadto dzigki uzyskanym za jej pomoca wynikom mozna okresli¢, czy badane
czujniki nadal pracuja w prawidtowy sposob lub tez czy potrzebuja dodatkowe;j
kalibracji [2]. W pracy wykorzystano metode elektrochemicznej spektroskopii
impedancyjnej do scharakteryzowania i poréwnania elektrod jonoselektywnych
z warstwg nanoczastek tlenkow metali jako statego kontaktu. Badania wykonano dla
elektrod potasowych z dobrze zdefiniowana membrana zawierajacg walinomycyng
jako jonofor.

Cze$¢ eksperymentalna: Skonstruowano elektrody jonoselektywne ze stalym
kontaktem (SCISEs) czute na jony potasowe. Pomigdzy materiatem elektrody statej
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z wegla szklistego (GCE) a warstwag membrany jonoselektywnej (3%
walinomycyna, 1% KTPCIPB [tetrakis(p-chlorofenylo)boran potasu], 32% PVC
[polichlorek winylu], 64% DOS [sebacynian bis(2-etyloheksylu)]) umieszczono
warstwe nanoczastek odpowiednio tlenku miedzi, zelaza i cynku. W celu
poréwnania wykonano tez elektrode niemodyfikowana, w ktorej membrang
jonoselektywna naniesiono bezposrednio na elektrode z wegla szklistego. Pomiary
sity elektromotorycznej (SEM) wykonywano dla ogniwa zbudowanego z badanej
elektrody jonoselektywnej (SCISE) oraz elektrody referencyjnej chlorosrebrowej
Ag/AgCIl (Metrohm) w temperaturze pokojowej i z wykorzystaniem mieszadta
magnetycznego oraz 16-kanalowego systemu zbierania danych Lawson Labs.
Widma EIS rejestrowano przy potencjale obwodu otwartego, przy amplitudzie
10 mV i w zakresie czestotliwosci od 0,1 Hz do 100 kHz z wykorzystaniem
elektrochemicznego analizatora AUTOLAB (Eco Chemie, Netherlands)
i oprogramowania Nova 2.1. Pomiary impedancyjne wykonywano dla uktadu
3-clektrodowego zawierajacego badang elektrod¢ SCISE, referencyjng elektrodg
chlorosrebrowa i elektrode pomocniczg — pret z wegla szklistego.

Whyniki: Potencjometryczng odpowiedZ elektrod badano w roztworach KNOj
w zakresie stezen 10 - 10™ mol L™ poprzez pomiar sity elektromotorycznej ogniwa
elektrochemicznego. Krzywe Kkalibracyjne uzyskane dla badanych elektrod
przedstawiono na Rysunku 1.
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Rys. 1. Krzywe kalibracyjne otrzymane dla badanych elektrod.

Z pomiardéw potencjometrycznych wyznaczono podstawowe parametry analityczne
elektrod, takie jak nachylenie prostoliniowego odcinka krzywych charakterystyki
elektrod, granica wykrywalnosci, czas odpowiedzi oraz krdtko- i dlugoterminowa
stabilnoé¢ (dryft) potencjatu. Parametry te zebrano w Tabeli 1. Jak wynika z danych
przedstawionych w Tabeli 1. wprowadzenie dodatkowej warstwy posredniej
nanoczastek tlenkow metali (MONPs) powoduje przede wszystkim istotng poprawe
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stabilno$ci potencjalu oraz wicksza trwalos¢ elektrod. W celu zbadania wptywu
rodzaju nanoczastek tlenku metalu na parametry elektrochemiczne elektrod
wyznaczono i porownano widma EIS otrzymane dla elektrod z warstwa posredniag
nanoczgstek tlenkow metali oraz dla elektrody niezmodyfikowanej. Widma

impedancyjne uzyskane dla badanych elektrod przedstawiono na Rysunku 2.

Tabela 1. Wybrane parametry analityczne wyznaczone dla badanych elektrod.

Parametr ISE CuONP Fe,O3NP ZnONP
Nachylenie -55,03@ -57,52 -56,81@ -56,07®
[mV/Dec] -54,79® -53,74® 55,110 -55,47®
Zakres liniowosci | 1x10° — 1x10™@ [ 1x10°° — 1x10®| 1x10° — 1x107@ | 1x10° — 1x101@
[mol L] 13107 = 110 1x10° - 1x107®| 1x10° - 1x10®| 1x10° - 1x10®
Granica wykrywalnosci|  5,9x10°@ 3,1x10°@ 4,5x10°@ 3,7x10°@
[mol L] 1,9x10°® 7,7x10°%® 6,1x10°%® 5,0x10°%®
Krotkoterminowy dryft 517 0,54 1,40 0,16
potencjatu [mV/h]
Dhlugoterminowy dryft 1,1 0,39 0,86 0,22
potencjatu [mV/dzien]
Czas odpowiedzi [s] 6-8 4-6 6-8 4-6

@ parametry wyznaczone dla elektrody po tygodniu od wykonania elektrody
® parametry wyznaczone dla elektrody po 8 tygodniach od wykonania elektrody
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Rys. 2. Widma uzyskane metoda elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS) dla elektrod
z warstwa nanoczgstek tlenku miedzi, zelaza i cynku oraz niezmodyfikowanej elektrody (ISE(c))
otrzymane w roztworze KNOj3 o stezeniu 10? mol L™, rejestrowane przy potencjale obwodu otwartego

w zakresie czestotliwosci 0,1 Hz — 100 kHz.
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Jak wida¢ na powyzszym rysunku, wszystkie widma impedancyjne miaty ksztatt
potokregu w obszarze wysokich czestotliwo$ci oraz czg$é polokregu w obszarze
niskich czestotliwosci. Cze$¢ widma wyznaczong dla wysokich czestotliwosci
mozna przypisa¢ opornosci wewnetrznej membrany i opornosci granicy faz
membrana/warstwa stalego kontaktu (R,) i pojemnosci geometrycznej (Cy)
membrany jonoselektywnej. Cze$¢ widma o niskich czestotliwosciach zwigzana jest
Z opornoscig przenoszenia fadunku (R) i pojemnosciag warstwy podwdjnej (Cg) na
granicy faz migdzy membrang polimerowa a elektroda wewngtrzng, w tym
przypadku elektroda z wegla szklistego [1,2]. R, okres$lono na podstawie $rednicy
polokregu na widmie EIS w zakresie wysokich czgstotliwosci, ktoéra wynika glownie
z oporno$ci membrany jonoselektywnej i warstwy posredniej, natomiast Cpg
0Szacowano na podstawie najnizszej wartosci czestotliwosci za pomocg roOwnania
Ca = 1/(2nfZ”) [1], gdzie f = 0,1 Hz. Warto$¢ pojemnosci warstwy podwdjnej jest
zwigzana z procesami dyfuzji i szybkoscia przenoszenia fadunku na granicy faz.
Zauwazono, ze po wprowadzeniu tlenkow metali jako warstwy posredniej,
zmniejszyt si¢ zardbwno polokrag w obszarze wysokich czestotliwosci, jak i czesé
widma wyznaczona dla niskich czestotliwosci. Wyznaczona oporno$¢ R, dla
elektrody niemodyfikowanej wynosita 8,97 kQ. Wartos$¢ ta byta znacznie mniejsza
dla elektrod z warstwg posrednig nanoczgstek tlenku metalu i wynosita 1,06; 3,17
14,76 kQ dla elektrod z warstwa CuONP, Fe,O3NP i ZnONP. Podobnie rézna byta
warto$¢  pojemnosci  warstwy podwojnej dla  elektrod modyfikowanych
nanoczastkami tlenkéw metali i elektrody niemodyfikowanej. Wyznaczona
pojemno$¢ warstwy podwodjnej wynosita 1,1; 0,32 i 0,47 pF odpowiednio dla
elektrod z warstwag CuONP, Fe,OsNP i ZnONP, podczas gdy dla elektrody
niemodyfikowanej wynosita 0,09 pF. Poniewaz wszystkie elektrody miaty t¢ samg
membrang, rdznica zaobserwowana na wykresach EIS wynikata z roznic
W oporno$ci materialu warstwy wewngetrznej i jego wilasnosci przewodzacych.
Najnizszg warto$¢ Ry 1 najwyzsza wartos$¢ Cy uzyskano dla elektrod zawierajacych
nanoczgstki tlenku miedzi (odpowiednio 8-krotny spadek i ponad 10-krotny wzrost
w porownaniu do elektrody niemodyfikowanej).

Whioski: Zastosowanie MONPs jako warstwy posredniej w konstrukcji elektrod
jonoselektywnych ze stalym kontaktem pozwala na uzyskanie czujnikow o lepszej
stabilno$ci i trwatosci w czasie. Obecnos¢ warstwy posredniej powoduje obnizenie
opornosci wewngtrznej membrany oraz zwigkszenie pojemnosci warstwy
podwojnej. Dzigki temu  transport tadunku przez granic¢ faz jest szybszy
i tatwiejszy, co skutkuje lepsza stabilno$cig potencjatu oraz zwigkszong trwatoscia
elektrod w czasie.
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ZASTOSOWANIE LC-QTOF W PROFILOWANIU
LIPIDOMICZNYM OLEI ROSLINNYCH

A. KOzZUB, A. STACHNIUK, A. SUMARA, E. FORNAL, Uniwersytet
Medyczny w Lublinie, Wydziat Lekarski, Katedra i Zaklad Patofizjologii,
ul. Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin.

Abstrakt: W pracy przedstawiono zastosowanie profilowania lipidomicznego
dwoch olejow tloczonych na =zimno: oleju Inianego i oleju konopnego
z wykorzystaniem chromatografii cieczowej sprzezonej z wysokorozdzielcza
spektrometriag mas (LC-HRMS). Na podstawie profilu MS ekstraktow z olei
uzyskanych z analizy LC/QTOF zidentyfikowano jony réznicujace umozliwiajace
rozpoznawanie rodzaju oleju.

Whprowadzenie: Na przestrzeni ostatnich lat nastapit gwaltowny rozwoj obszaréw
badawczych z zakresu nauk zwanych naukami omicznymi. Wzrost zaawansowania
technologicznego dostepnych technik analitycznych umozliwit wylonienie wsrod
nich subdyscypliny jakg jest lipidomika. Zapewnia ona mozliwo$¢ rozpoznania
catego zestawu zwigzkow lipidowych w danym uktadzie zaréwno pod wzgledem
strukturalnym jak i funkcjonalnym [1]. Izolacja i identyfikacja lipidow jest
niezwykle wymagajacym zadaniem przez wzglad na roznorodno$¢ strukturalng
lipidow, a takze zroznicowany sktad matrycy analizowanej probki. Zwazywszy na
wysoka czuto§¢ 1 dobra specyficzno$§¢ najpowszechniejszymi technikami
badawczymi wykorzystywanymi w analizach lipidomicznych s3 techniki oparte na
spektrometrii mas. Szerokie spektrum dostepnych analizatorow mas umozliwia
analize zroznicowanych klas lipidow na podstawie pomiaru stosunku masy do
tadunku danego jonu. Wynik analizy lipidomicznej jest charakterystyka pelnego
lipidomu zdefiniowanego przez wszystkie struktury lipidow w danej probcee, ktora
niejednokrotnie moze zawiera¢ ponad 1000 réznych lipidow [2]. Profilowanie
lipidomiczne znajduje szerokie zastosowanie w badaniach naukowych dotyczacych
zaburzen neurologicznych, choréb nowotworowych, zespotow metabolicznych oraz
w testach nad opracowywaniem lekéw [3]. Dodatkowo, jest technikg
dyskryminacyjna skutecznie stosowang w badaniach zywieniowych celowanych na
roznicowanie i uwierzytelnianie produktow spozywczych [4]. W niniejszej pracy
wykorzystano podejscie profilowania lipidomicznego z uzyciem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometria mas typu kwadrupol
- analizator czasu przelotu oraz narz¢dzi chemometrycznych w réznicowaniu dwoch
olejow ttoczonych na zimno: oleju Inianego i oleju konopnego. Najwazniejsza zaleta
tych dwoch olejow jest zawartos¢ wielonienasyconych kwaséw tluszczowych,
ktérych podaz jest konieczna ze wzgledu na niezdolno§¢ organizmu do ich
samodzielnej produkgji.

Cze$¢ eksperymentalna: Materiat badawczy stanowily dwa oleje roslinne tloczone
metoda na zimno (olej Iniany (n=3), olej konopny (n=3)). Przygotowano prébki
poddajac je ekstrakcji ciecz-ciecz z wykorzystaniem roztworu heksanu i mieszaniny
metanol : izopropanol (1:1, v:v). Probki wytrzasano i umieszczono w temperaturze
2-8°C na czas 2 h. Nastepnie poddano wirowaniu i filtrowaniu. Uzyskany ekstrakt
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przeniesiono do fiolek autosamplerowych i poddano analizie LC-QTOF. Analize
LC-QTOF prowadzono przy pomocy ultrasprawnego chromatografu cieczowego
Agilent Technology HPLC seria 1290 Infinity sprz¢zonego ze spektrometrem mas
typu Kkwadrupol-analizator czas przelotu Agilent Technology 6550 iFunnel
LC/QTOF. Proces rozdziatu chromatograficznego prowadzono na kolumnie Agilent
Zorbax Extend C18 Rapid Resolution HD, 2.1x100 mm o $rednicy ziaren 1.8 pum.
Faz¢ ruchomg stanowit 10 mM mréwczan amonu w roztworze metanolu i wody
(8:2, v:v) (A) i isopropanolu (B). Zastosowano elucj¢ gradientowg w czasie 45 min
z szybkos$cia przeptywu fazy ruchomej 0,28 ml/min i czasem kondycjonowania
kolumny réwnym 5 min. Objetos¢ dozowanej probki wynosita 1 pl.
Zoptymalizowano parametry zrodla jondw Agilent Jet Stream Technology (ESI +).
Uzyskano nastepujace parametry: predkosé przeplywu gazu rozpylajacego 14 1/min,
temperatura gazu rozpylajacego 200°C, cisnienie nebulizera 35 psi. Wykonano
analizy skan MS. Uzyskane wyniki poddano obrobce z wykorzystaniem programu
Mass Hunter Qualitative i Mass Hunter Profinder (Agilent Technologies).
Wyrdéwnanie czasoéw retencji i mas oraz filtrowanie mas osiggni¢to przy pomocy
programu Mass Profiler Professional (Agilent Technologies).

Whyniki: Olej Iniany i olej konopny analizowano w trybie skan MS, uzyskujac dla
nich profile lipidomiczne. Rysunek 1 przedstawia chromatogramy catkowitego
strumienia jonéw TIC (ang. total ion current) uzyskane dla ekstraktu z oleju
Inianego (A) i ekstraktu z oleju konopnego (B). Zauwazalne réznice w profilach
chromatograficznych $wiadcza o zréznicowanym jakosciowym skladzie frakcji
lipidow.
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Rys. 1. Chromatogramy TIC uzyskane dla oleju Inianego (A) oraz oleju konopnego (B).

Dzigki zastosowaniu algorytmu Findy by Molecular Feature wyekstrahowano
spektra i chromatogramy zwigzkéw obecnych w obu olejach oraz zwigzkéw
roznicujagcych. Otrzymane wyniki poddano obrobce, dazac do identyfikacji
w widmach LC/MS jondéw charakterystycznych dla oleju Inianego i jonéow
charakterystycznych dla oleju konopnego. Przy pomocy programu Mass Profiler
Professional (Agilent Technologies) wyréwnano czasy retencji i masy oraz
przeprowadzono filtrowanie mas. Zestawienie liczby cech lipidomicznych obecnych
w dwoch rodzajach olei oraz cech rdznicujacych zaprezentowano na rysunku 2.
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Rys.2. Zestawienie liczby cech lipidomicznych wspdlnych oraz roznicujgcych dla oleju Inianego (A)
i oleju konopnego (B).

Wyekstrahowane chromatogramy EIC (ang. extracted ion chromatogram) na
przyktadzie jonéw réznicujacych olej Iniany od oleju konopnego (m/z 789.6026)
oraz olej konopny od oleju Inianego (m/z 951.7979) przedstawiono na rysunku 3.
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Rys.3. Chromatogramy EIC jonow roznicujacych oleje konopne (n=3) od olei Inianych (n=3),
m/z 951.7979 (A) oraz oleje Iniane (n=3) od olei konopnych (n=3), m/z 789.6026 (B).
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Whioski: Przeprowadzone badania potwierdzity wysoka skuteczno$¢ metody LC-
MS/MS w pozyskiwaniu profili lipidomicznych ttoczonych na zimno olei
roslinnych. Wykorzystanie chemometrii i analizy statystycznej umozliwito
identyfikacje jonow rdznicujacych, ktore daja mozliwos¢ potwierdzenia
autentyczno$ci badanych olei.

Badania zostaly sfinansowane ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki, grant nr
2018/31/B/NZ9/02762.
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ZASTOSOWANIE ELEKTRODY Z CYKLICZNIE
ODNAWIALNEGO FILMU CIEKLEGO AMALGAMATU
SREBRA (R-AgLAFE) DO BADANIA KINETYKI
I MECHANIZMU ELEKTROREDUKCJI JONOW Bi(ll)
W OBECNOSCI 2-TIOCYTOZYNY W ROTWORACH
O ZMIENNEJ AKTYWNOSCI WODY

M. MARTYNA, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, Instytut Nauk
Chemicznych, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Analitycznej Pl. Marii Curie —
Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Wykazano, ze aktywno$¢ wody wplywa na przebieg mechanizmu
elektroredukeji  jonow Bi(Il) w chloranach(VII) na nowo skonstruowanej
elektrodzie z cyklicznie odnawialnego filmu amalgamatu srebra (R-AgLAFE).
Zbadano wielkos$¢ efektu katalitycznego dziatania 2-tiocytozyny (TC) na proces
elektroredukcji jonow Bi(IIl) oraz skorelowano otrzymane wyniki ze zmianami
aktywnosci wody.

Wprowadzenie: Nowotwory, jako choroby cywilizacyjne XXI wieku stanowig
duze wyzwanie dla medycyny, zwlaszcza w kwestii diagnostyki i metod ich leczenia
[1]. Jedna sposrod stosowanych metod leczenia jest chemioterapia, ktorej zatozenie
opiera si¢ na zastosowaniu lekéw oddziatujacych na cykl komorkowy, co niestety
powoduje, ze jest terapig toksyczng dla calego organizmu. Majac wzglad na to
zasadne wydaja si¢ badania mechanizméw dziatania lekow oraz poszukiwania
nowych systemow kontrolowanego uwalniania lekow, co moze by¢ wykorzystane
do doktadnego monitorowania stanu zdrowia pacjenta [2,3]. W badaniach kinetyki
i mechanizmu elektroredukcji jonéw Bi(IIl) wykorzystano 2-tiocytozyne (zwigzek
z potwierdzong antyleukemiczng aktywnoscia stosowany jako lek w chemioterapii,
glownie w biataczkach szpikowych [3]), ktora wpisujac si¢ w wymogi reguty ,,cap-
pair” sformutowanej przez Sykuta [4], moze wykazywaé aktywnos$¢ katalityczng.
Mechanizm elektroredukcji depolaryzatorow w obecnosci substancji organicznych
jest ztozony, poniewaz taczy w sobie zarowno etapy przejscia elektrondow jak i etapy
chemiczne [5,6], w ktorych substrat lub zwigzek posredniczacy traci cze$¢ otoczki
solwatacyjnej, w wyniku czego tworzy na powierzchni elektrody kompleksy
uczestniczace w przeniesieniu elektronow. Wyniki badan zostaly uzyskane
z wykorzystaniem innowacyjnej elektrody z cyklicznie odnawialnym filmem
cieklego amalgamatu srebra (R-AgLAFE) [7]. Elektroda ta jest doskonalg
alternatywa dla dotychczas stosowanej elektrody rteciowej. Pozwala ona na
mozliwo$¢ pracy w szerokim zakresie potencjatow, co umozliwia doktadniejsze
wyznaczenie parametréw kinetycznych [7]. Ponadto wpisuje si¢ ona w nurt zielonej
chemii z racji znacznego obnizenia zuzycia toksycznej rtgci do wytwarzania filmu
amalgamatu i redukcji generowania odpadow. Zastosowane techniki pomiarowe
pozwolity na wyznaczenie parametrow kinetycznych, ktére wskazaty na efekt
katalityczny dziatania 2-tiocytozyny na elektroredukcje jonoéw Bi(III) oraz na
korelacje tych parametréw kinetycznych ze zmianami aktywno$ci wody.
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Czes¢ eksperymentalna: Dane wyjsciowe uzyskano za pomoca analizatora
elektrochemicznego pAutolab (wersja 4.9) wraz z oprogramowaniem GPES firmy
Eco Chemie. Naczynko trojelektrodowe zamontowane bylo w programowalnym
statywie Mtm-anko M 165 i zawierato uktad trzech elektrod. Elektroda robocza byta
elektroda z cyklicznie odnawialnego filmu amalgamatu srebra (R-AgLAFE),
elektroda odniesienia byta elektroda chlorkowo-srebrowa (Ag/AgCl, 3 M KCI),
a elektroda porownawcza drut Pt. Wszystkie roztwory termostatowano i odtleniano
azotem sporzadzajac je bezposrednio przed pomiarami. Roztwory przygotowano
bazujac na odczynnikach cz. d. a.: HCIO, (Fluka), NaClO, (Fluka), Bi(NO3);-5H,0
(Fluka), 2-tiocytozyna (Sigma Aldrich). Jako elektrolit podstawowy zastosowano
chlorany(VII) w zakresie stezen od 1-8 mol-dm™, natomiast role depolaryzatora
pehity jony Bi(Ill) o stezeniu 1-10° mol-dm™. Katalizatorem badanego procesu
elektroredukcji jonow Bi(I1I) byta 2-tiocytozyna.

Wyniki: Jak wynika z rysunku la, wraz ze wzrostem st¢zenia chloranéw(VII) piki
SWYV elektroredukeji jonow Bi(Ill) zdecydowanie rosng i przesuwaja si¢ w kierunku
potencjalow dodatnich. Wskazuje to na znaczny udzial wody w procesie
elektroredukcji  jonéw Bi(Ill) w chloranach(VII). Odwracalno$¢ procesu
elektrodowego rosnie wraz ze spadkiem aktywnosci wody [6]. Podobng zalezno$¢
zaobserwowano badajac proces elektroredukecji jonéw Bi(Ill) na elektrodzie
rteciowej [6]. Dodatek 1-10™ mol-dm™ 2-tiocytozyny do roztworu elektrolitu
powoduje wzrost pradu pikow elektroredukcji jonéow Bi(Ill) jak rowniez
zmniejszanie si¢ szerokosci pikow SWV w potowie ich wysokosci (Rys. 1b).
Oznacza to wzrost odwracalno$ci jonow Bi(II) w obecnosci 2-tiocytozyny. Ze
wzrostem stgzenia chloranow(VII) obserwuje si¢ nieznaczne podwyzszenia pradow
pikéw SWV elektroredukcji Bi(lll). Nalezy zaznaczy¢, ze dla roztworow o znacznie
mniejszej aktywnosci wody piki maleja.

i

Rys.1 a) Piki SWV elektroredukeji 1107 mol-dm= Bi(Ill) w 2 mol-dm= (0); 4 mol-dm™ (0);
6 mol-dm (0); 8 mol-dm™ (0) chloranach(VII); 1b) oraz z dodatkiem 1-10"* mol-dm™=2-tiocytozyny
odpowiednio dla tych samych st¢zen chloranow(VII).
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Obecnos¢ 2-tiocytozyny, a takze zmiana aktywno$ci wody wplywa na odwracalno$¢
elektroredukcji jonow Bi(Ill), co wynika réwniez z przebiegu krzywych
woltamperometrii cyklicznej (Rys. 2 a, b). Dodatek 1-10™ mol-dm™ 2-tiocytozyny
do roztworu elektrolitu zasadowego powoduje zmniejszenie odleglosci pomiedzy
pikami anodowym i katodowym (AEa-k) w poréwnaniu z odlegloscia
zarejestrowang dla roztworu jondéw Bi(lll) we wszystkich roztworach
chloranéw(VII), co potwierdza wzrost odwracalno$ci procesow elektroredukcji
jonow Bi(III) [6].
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Rys.2 a) Krzywe CV elektroredukcji 1-107 mol-dm™ Bi(l11) w 2 mol-dm™ (o), 4 mol-dm™ (0);
6 mol-dm (0) chloranach(VI11); 2 b) oraz z dodatkiem 1-10** mol- dm™2-tiocytozyny odpowiednio
dla tych samych stezen chloranow(VII).

Tabela 1 Zmiany AE, dla procesu elektroredukcji 1-10°° mol-dm™ Bi(lll) w 1-8 mol-dm®
chloranach(VII) oraz w obecnosci 110 mol-dm™ 2-tiocytozyny od szybkosci polaryzacji v.

AE/V
chlorany(VI1)/ vimV-st
mol - dm® 5 10 20 50 100 200 500 1000
1 0,0425 0,0429 0,0450 0,0454 0,0410 0,0382 0,0579 0,0607
2 0,0407 0,0409 0,0410 0,0426 0,0425 0,0309 0,0286 0,0276
3 0,0400 0,0400 0,0401 0,0350 0,0333 0,0313 0,0348 0,0409
4 0,0389 0,0386 0,0365 0,0300 0,0301 0,0383 0,0326 0,0438
5 0,0356 0,0359 0,0306 0,0300 0,0321 0,0427 0,0434 0,0450
6 0,0338 0,0330 0,0384 0,0305 0,0304 0,0360 0,0364 0,0403
7 0,0335 0,0334 0,0335 0,0346 0,0355 0,0440 0,0438 0,0484
8 0,0379 0,0367 0,0340 0,0354 0,0367 0,0434 0,0446 0,0421

Niewielkie zmiany AE, wraz ze zmiana szybkosci polaryzacji (szczegodlnie przy
niskich szybkosciach polaryzacji elektrody (Tabela 1) wskazuja, ze etapem
kontrolujacym szybko$¢ procesu elektroredukcji jonéw Bi(Ill) w obecnosci
2-tiocytozyny, przy zmiennej aktywno$ci wody jest reakcja chemiczna tworzenia si¢
kompleksoéw aktywnych Bi-TC [8].
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Whioski: Przeprowadzone badania wskazuja, ze na szybko$¢ elektroredukeji Bi(III)
w chloranach(VII) wplywa obecno$¢ 2-tiocytozyny jak i1 aktywnos¢ wody.
Obnizenie aktywno$ci wody daje podobny efekt jak wzrost stezenia 2-tiocytozyny.
Istotng rol¢ odegra tu kompleks aktywny Bi-TC, ktory posredniczy w przeniesieniu
elektronéw [9]. Fakt tworzenia kompleksu w warstwie adsorpcyjnej elektrody-
AJQLAFE zwiazany jest z adsorpcja 2-tiocytozyny na elektrodzie, ktora zwicksza
aktywnos¢ elektrody nie ograniczajac jej powierzchni [9].
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MOZLIWOSCI I WYZWANIA W OZNACZANIU
POCHODNYCH WIELOPIERSCIENIOWYCH
WEGLOWODOROW AROMATYCZNYCH W PROBKACH
SRODOWISKOWYCH

A. KRZYSZCZAK, B. CZECH, UMCS, Wydzial Chemii, Instytut Nauk
Chemicznych, Katedra Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, Pl. Marii Curie-
Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt:  Oznaczanie pochodnych  wielopierscieniowych — weglowodoréw
aromatycznych (WWA) w probkach $rodowiskowych stanowi wyzwanie dla
analityka, miedzy innymi ze wzgledu na zlozono$¢ matryc $rodowiskowych
(np. probki pytu zawieszonego w powietrzu), co wigze si¢ z koniecznoscia
zastosowania wieloetapowej procedury przygotowania proby do analizy, jak
rowniez niska zawarto$¢ analitbw w oznaczanych matrycach (w prébkach pylu
zawieszonego w powietrzu jest to zakres pg m >-ng m° [1]). Jednakze, wespot
z wyzwaniami eksperymentom towarzysza takze mozliwosci, dzigki ktorym m.in.
metody oznaczania pochodnych WWA stang si¢ udoskonalone i ,,dostgpniejsze” dla
naukowcow, tatwiejsze w przeprowadzeniu, co pozwoli na szybkie analizy oraz
stalte 1 powszechne monitorowanie probek srodowiskowych pod katem
zanieczyszczenia toksycznymi i mutagennymi pochodnymi WWA.

Woprowadzenie: W ostatnich latach zainteresowanie oznaczaniem WWA
w probkach $rodowiskowych wzrasta [2,3], gldwnie ze wzgledu na potwierdzone
ich toksyczne, kancerogenne i mutagenne wtasciwosci [4,5]. WWA zbudowane sg
z co najmniej dwoch pierscieni aromatycznych. Natomiast pochodne WWA r6znig
si¢ od zwigzkéw rodzimych posiadaniem dodatkowej grupy karbonylowej lub
nitrowej przytaczonej do jednego z pier§cieni aromatycznych, czy tez atomu azotu,
siarki lub tlenu zajmujacego miejsce wegla w jednym z pier§cieni aromatycznych
[6]. Oznaczanie tlenowych i azotowych pochodnych WWA w probkach
srodowiskowych stanowi bardzo szeroki temat, a caty szereg opublikowanych
dotychczas artykuléw naukowych opisujacych sposoby ekstrakcji i oznaczania
omawianych analitéw, $§wiadczy o bogactwie tych metod i ich zréznicowaniu.
Tlenowe pochodne WWA oznacza si¢ glownie metoda chromatografii gazowe;j
sprzezonej ze spektrometrem mas GC/MS [6-8]. Natomiast metody oznaczania
azotowych pochodnych WWA sa bardziej zréznicowane (Tab.l.). Niemniej
w obydwu przypadkach stosowane metody przygotowania probki obejmuja rézne
techniki ekstrakcji (Tab.1.). Sa to przewaznie: ekstrakcja za pomoca aparatu
Soxhleta [8,9], ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika wspomagana ultradzwigkami
(UAE) [10,11], przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem (ASE) [6,12] oraz
ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE) [13]. Techniki te roznig si¢
wymaganym czasem ekstrakcji oraz iloScig rozpuszczalnika niezbednego do
przeprowadzenia eksperymentu [1]. Niezwykle istotny jest rowniez dobor
odpowiedniego rozpuszczalnika, ktéry bedzie posiadat odpowiednie wiasciwosci
fizykochemiczne (np. temperatura wrzenia, prezno$¢ par) i stosowne powinowactwo
do oznaczanych zwigzkow. Ze wzgledu na zlozono$¢ matrycy i niskie stezenie
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analitow, oprocz metody ekstrakcji, procedura przygotowania probek do badan
zawiera etapy oczyszczania ekstraktow (za pomoca ekstrakcji do fazy statej SPE
[14] lub rozdziat dzicki chromatografii cieczowej LC [15]), derywatyzacje analitow
[7] oraz zatezanie lub catkowite odparowywanie i przeprowadzenie zwiazkoéw do
innego rozpuszczalnika [1].

Tabela 1. Metody oznaczania i sposoby ekstrakcji tlenowych i azotowych pochodnych WWA
w probkach pytu zawieszonego w powietrzu.

Tlenowe pochodne WWA
Metoda ekstrakcji Liczba Metoda Literatura
oznacza- o0znaczania
nych

zwigzkow
Ekstrakcja mieszaning dichlorometanu (DCM) i GCIMS,
metanolu (MeOH), odparowanie, derywatyzacja N,O- 7 jonizacja 7]
bis-(trimetylsilil) trifluoroacetamidem (BSTFA) strumieniem

elektronéw
Ekstrakcja metoda Soxhleta za pomoca DCM (24
godziny), odparowanie, frakcjonowanie za pomoca GC/MS, tryb
szklanej kolumny chromatograficznej wypetnionej 12 SIM 8]
bezwodnym zelem krzemionkowym, elucja n- (Selected lon
heksanem, mieszaning n-heksan: DCM (6:4), DCM, Monitoring)
30% aceton/n-heksan (v/v), odparowanie do 1 mL
Przyspieszona ekstrakcja ro;puszczalnlklem ASE (za GCINCI/MS,
pomoca DCM), oczyszczanie ekstraktow za pomoca ujemna
ekstrakcji  do  fazy  stalej (SPE)  (tlenek 9 L [6]
glinutkrzemionka), rozpuszczenie pozostalosci w Jonizacja
: - chemiczna
izooktanie
Przyspieszona ekstrakcja rozp.uszczalmklem AS_E (za GCINCIMS,
pomoca DCM), odparowanie, doprowadzenie do 8 SIM [16]
objetosci koncowej 1 mL
Ekstrakcja za pomoca mieszaniny DCM/MeOH (3:1,
V:V) wspomagana ultradzwigckami (UAE), dodatek
bezwodnego siarczanu(V1) sodu do ekstraktu w celu 8 GC-MS [10]
odwodnienia probki, odparowanie
Azotowe pochodne WWA

Przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem ASE (za GCINCI-MS
pomoca DCM), odparowanie, doprowadzenie do 17 SIM ' [12]
objetosci koncowej 1 mL
Ekstrakcja metoda Soxhleta za pomoca DCM i eteru
naftowego (24 godziny), odparowanie,
przeprowadzenie analitbw do heksanu, SPE- elucja
przez aminopropylowa kolumng za pomoca 20% DCM 26 GCIMS 9]
w heksanie, odparowanie, izolacja analitow za pomoca
chromatografii cieczowej w normalnym uktadzie faz
Ekstrakcja za pomoca mieszaniny benzen/etanol (3/1, HPLC* z
VIv) wspomagana ultradzwigkami, filtracja, detektorem
oczyszczanie ekstraktow za pomoca NaOH, H,SO, oraz 2 chemilumi- [11]
wody destylowanej, odparowanie, rozpuszczenie w nescen-
MeOH, filtracja, cyjnym
Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE) za
pomoca DCM, filtracja, odparowanie, rozpuszczenie w LC** z
MeOH, dodatek NaBH, i wodnego roztworu CuCly, 5 detektorem [13]
ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami, dodatek wody, fluorescen-
oczyszczanie za pomocg ekstrakcji  ciecz-ciecz cyjnym
(uzywajac DCM), odparowanie, dodatek acetonitrylu
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Ekstrakcja metoda Soxhleta za pomoca DCM,
odparowanie, rozpuszczenie w DCM, ekstrakcja SPE-

elucja za pomoca n-heksanu,  odparowanie, GC-ECD
rozpuszczenie w MeOH, dodatek wodnego roztworu 6 (detektor (17]
chlorku miedzi(Il), stalego NaBH, oraz wody wychwytu
destylowanej, ekstrakcja benzenem, odparowanie, elektrondéw)

dodatek bezwodnika heptafluorobutylowego,

ogrzewanie, dodatek wodnego roztworu amoniaku.

* HPLC-wysokosprawna chromatografia cieczowa; ** LC-chromatografia cieczowa

Omawiajac oznaczanie pochodnych WWA w probkach pylu zawieszonego
w powietrzu nie sposob nie wspomnie¢ o etapie poboru materiatu do analiz. Sienra
[8] w swojej pracy zaproponowala nastepujacy sposob postepowania: przed
procedura zbierania pytu atmosferycznego, filtry zostaly poddane kondycjonowaniu,
umieszczajac je w szczelnej komorze na okres 24-48 godzin, w warunkach
kontrolowanej temperatury i wilgotnosci. Po czym filtry zostaly zwazone (masa
poczatkowa). Nastepnie po etapie kolekcjonowania pytu atmosferycznego, filtry
zostaty ponownie wykondycjonowane i zwazone [8]. Ren i in. [7] przeprowadzili
pobieranie probek na wstepnie wyprazonych w 450°C przez 8 godzin filtrach
z wiokna szklanego (Whatman 42). Etap ten pozwala na usunigcie organicznych
zanieczyszczen, ktore moga znajdowaé si¢ na filtrze [12]. Po probkowaniu, filtry
zostaly zawinigte szczelnie w aluminiowa foli¢ i do momentu analizy byty
przechowywane w —18 °C [7]. Wang i in. [10] wyprazali filtry z widkna szklanego
w temperaturze 780°C, a probki byly przechowywane w - 20°C [10]. Natomiast
Albinet i in. [12] wypalali filtry w 500 °C przez 12 godzin. Innga matryca
srodowiskowa sa probki gleb, w ktorych WWA i ich pochodne rowniez wymagaja
stalego monitorowania. Najcze$ciej stosowang metodg ekstrakcji jest przyspieszona
ekstrakcja rozpuszczalnikiem [18,19,20]. Jako rozpuszczalnik stosowany jest DCM
[18], jak rowniez mieszaniny, np. CH3COCH3/DCM/CF;COOH [19] oraz
n-heksan/aceton [20,21]. Otrzymane ekstrakty wymagaja oczyszczenia za pomocg
frakcjonowania przez kolumne wypelniona zelem krzemionkowym [19] lub
dodatkowo zawierajaca bezwodny Na,SO, [20]. Ze wzgledu na niskie stgzenia
pochodnych WWA w glebach, probki przed analiza sa zatezane. Przykladowe
zawartosci pochodnych WWA znajduja si¢ w Tab.2.

Tabela 2. Zawarto$ci pochodnych WWA w probkach gleb.

Suma WWA Suma tlenowych
. ($rednia+SD lub pochodnych WWA .
Lokalizacja zakres) (éredniaSD lub Literatura
[nge’] zakres) [ug g]
Chiny 0.352 +0.283 0.108 = 0.0667 [18]
Szwajcaria 4.2 +0.34 220+1.7 [19]
Szwecja 164.45 + 69.89 1767.54 + 557.76 [20]
4.314-100.931 0.357-2.790
. 2.508- 392.932 0.377-11.536
Australia 1.395-8.741 0.503-0.804 (21]
0.2013- 11.176 0.354-9.185
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Whioski: Przeprowadzony powyzej przeglad literaturowy przedstawia niektore
Wyzwania stojace przed naukowcami zajmujacymi si¢ oznaczeniami jako$ciowymi
i ilosciowymi zwigzkow wielopier$cieniowych, jakimi s3 WWA 1 ich pochodne.
Zrdznicowanie 1 mnogos$¢ zwigzkow obecnych w ekstraktach, a takze st¢zenia
poszczegblnych analitdw na poziomie pg m™ lub ng m> (pyt atmosferyczny) lub ng
g” (gleby) wymagaja wprowadzenie kolejnych etapéw oczyszczania lub zatezania
probek, a kazdy etap wiaze si¢ z mozliwoscia utraty czesci analitu. Jednakze,
toksyczne i kancerogenne wilasciwosci WWA 1 pochodnych, jak rowniez wymog
monitorowania ich poziomu w probkach srodowiskowych motywuje do kolejnych
optymalizacji, udoskonalania metod ich oznaczania oraz obnizania ich granicy
wykrywalnosci i oznaczalnosci.
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ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII W PODCZERWIEN!I
W OCENIE METABOLITOW ROSLINNYCH

M. KRYSA!, M. JEDREK? J. MATYS' D. KIDAJ, A. SROKA-
BARTNICKA®, ! Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Farmacji, Zaktad
Biofarmacji, ul. Witolda Chodzki 4A, 20-093 Lublin, “Uniwersytet Kardynata
Stefana Wyszynskiego, Wydziat Medyczny, ul. Kazimierza Woycickiego 1/3,
01-938 Warszawa, *UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Genetyki
i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Niniejsza praca zawiera syntetyczny opis podstawowych etapow
przygotowania tkanki roslinnej do badan spektroskopowych, przeprowadzania
pomiaré6w oraz analizy danych spektralnych, jak réwniez podstawowe analizy
statystyczne wykorzystywane w spektroskopii FTIR. Ponadto przedstawione sa
mozliwe do zbadania metabolity roslinne wraz z ich charakterystycznymi pasmami.

Woprowadzenie: Spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (FTIR) jest
technikg jest technikg wykorzystywana do potwierdzania wigzan chemicznych
w probkach. Jest to niedestrukcyjna i nieinwazyjna technika stosowana powszechnie
do identyfikacji czystych substancji, jak rowniez w badaniach tkanek pochodzenia
ro$linnego, zwierzecego, bakterii oraz grzybow. [1]-[4]. Niniejsza praca dotyczy
zastosowania spektroskopii FTIR w analizie metabolitow roslinnych.

Przygotowanie tkanki roslinnej: W badaniach z wykorzystaniem spektroskopii FTIR
moga by¢ stosowane — owoce, liScie, todygi, czy korzenie [5]-[8]. Procedura
przygotowania rozpoczyna si¢ od zamrozenia pobranej do badan tkanki w ciektym
azocie. Utrzymanie niskiej temperatury jest niezbedne. Pozwala zapobiec,
powstawaniu duzych krysztatow lodu wewnatrz komorek, co mogtoby skutkowac
ich rozerwaniem. Tkanki powinny by¢ przechowywane w temperaturze -80°C.
W zalezno$ci od gestosci tkanki, probke nalezy pokroi¢ na skrawki o grubosci
7-20um. W zaleznosci od gestosci tkanki, probke nalezy pokroi¢ na skrawki
o grubosci 7-20um. W tym celu wykorzystywane jest urzadzenie zwane
kriomikrotomem. Do pomiaréw prowadzonych w trybie transmisyjnym stosuje si¢
szkietka, ktore nie pochtaniaja promieniowania podczerwonego (szkietka KBr
i CaF,).

Pomiar i obrobka danych: Warunki pomiaru najczg¢sciej sa determinowane przez
zastosowany model (rodzaj) spektroskopu. Najwazniejszym parametrem przy
akwizycji pojedynczych widm jest rozdzielczo$¢ spektralna. Najczesciej
stosowanymi rozdzielczosciami spektralnymi sa 4 cm™ i 8 cm™. Pierwsza z nich
wykorzystywana jest do wnikliwej i doglebnej analizy zmian w badanej tkance.
Moze by¢ stosowana w badaniach tkanek charakteryzujacych si¢ niewielkimi
zmianami spektralnymi w porownaniu z tkankg kontrolng. Po przeprowadzeniu
pomiarow uzyskane dane poddaje sie¢ wstepnej analizie.. Pierwszym krokiem jest
przeprowadzenie linii bazowej. Jest to kluczowy etap w przypadku analizy
potilosciowej. Linia bazowa powinna by¢ przeprowadzona tak samo w przypadku
wszystkich badanych widm. Kolejny etap to normalizacja widm, przeprowadzana
w celu wyeliminowania ewentualnych fluktuacji. Analiza jakos$ciowa tkanek
r6znigcych si¢ znaczaco pod wzgledem chemicznym i strukturalnym sprowadza sig
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do poréwnania widm probki badanej z widmem probki kontrolnej. Jednakze
w przypadku badan tkanek roslinnych z reguty czynniki do§wiadczalne dziatajace na
ro§ling nie wplywaja znaczaco na sklad chemiczny jej tkanek. W takich
przypadkach wyznacza si¢ druga pochodna otrzymanych widm. W przypadku
tkanek roslinnych mozna przeprowadzi¢ réwniez analize poétilosciowa. Jest to
metoda przydatna w sytuacji, kiedy czynnik do$wiadczalny nie zmienia sktadu
chemicznego rosliny, a jedynie ilo$¢ metabolitow obecnych w badanej tkance.
W celu przeprowadzenia analizy poétilosciowej zwykle Stosuje si¢ tzw. procedurg
dekonwolucji, ktéra pozwala rozdzieli¢ widmo na poszczegodlne sktadowe pasma.
Poréwnanie pola powierzchni pod pasmami umozliwia okreslenie ilosci badanych
substancji w analizowanej tkance, dzigki czemu uzyskuje si¢ wiele cennych
informacji na temat metabolomu rosliny.

Analiza statystyczna: Kolejny etap jaki nalezy wykonaé to analiza statystyczna.
Kluczowym aspektem jest stwierdzenie, czy réznice sg istotne statystycznie, czy jest
to standardowa fluktuacja, ktora czesto wystgpuje w badanych tkankach. Do
przeprowadzenia analizy statystycznej wymagana jest odpowiednio duza grupa
badana i kontrolna. Najczgsciej stasowanymi metodami statystycznymi sg analiza
glownych sktadnikow (PCA) oraz analiza cze$ciowych najmniejszych kwadratow
(PLS).

Wykrywanie lipidow: Pasma odpowiadajace lipidom znajduja si¢ w nastgpujacych
zakresach spektralnych: 3030-2800 cm™, 1750-1720 cm™, 1490-1470 cm™, 1260-
1200 cm®, ~1170 cm™, ~1085 cm™ i ~820 cm™. W regionie 3030-2800 cm™
wystepuje pasmo przy ok 3010 cm® odpowiadajace wigzaniu =C-H
w nienasyconych lipidach, pasmo odpowiadajace 2955 cm™ odpowiadajace
asymetrycznym drganiom rozciggajacym CHjz w lipidach. Pasmo przypisane 2930
cm® odpowiadajace asymetrycznym drganiom rozciggajacym CH, w lipidach.
Pasmo odpowiadajace okoto 2880 cm™ przypisane jest do symetrycznych drgan
rozciagajacych CH; w lipidach oraz pasmo przypisane przy 2850 cm™ jest to
symetryczne drgania rozciggajacych CH, w lipidach. Wyznaczenie stosunku z pola
powierzchni pod pasmem asymetrycznych drgan CHs do CH,, badz symetrycznych
drgan CHj3 do CH; mozna uzyska¢ dodatkowe informacje. Po poréwnaniu stosunku
proby badanej do proby kontrolnej obserwuje si¢ zmiang dlugosci lipidow
w probkach (oprocz obserwacji ogoélnej zmiany ilosci lipidow). W regionie 1750-
1720 cm® znajduje sic pasmo odpowiadajace drganiom rozciggajacym C=O
w estrach. W regionie 1490-1470 cm™ wystepuje pasmo odpowiadajace drganiom
zginajacym CHj lipidow. W regionie 1260-1200 cm™ wystepuja asymetryczne
drgania rozciagajace PO, odpowiadajace fosfolipidom. W regionie okoto 1170 cm™
znajdujg si¢ drgania rozciggajace asymetryczne odpowiadajace wigzaniom CO-O-C
w estrach. Region ~1085 cm™ odpowiada symetrycznym drganiom
PO, fosfolipidow. Ponadto w regionie okoto 820 cm™ mozna znalezé drganie
asymetryczne rozciaggajgce P-O fosfolipidow [9].

Wykrywanie biatek: Pasmami o najwyzszej intensywno$ci, odpowiadajacym
biatkom to pasmo Amidu I i Amidu II. Pasmo Amidu I odpowiada gltownie
drganiom rozciagajacym wigzania C=0. Ponadto wktad przypisywany jest takze
drganiom rozciagajacym CN, drgania deformacyjne CCN oraz drgania zginajace
NH. Za intensywno§¢ pasma Amidu II najbardziej przyczyniaja si¢ drgania
zginajace NH oraz drgania rozciagajace CN. W mniejszym stopniu przyczyniaja si¢
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do tego drgania zginajace wigzan CO oraz drgania rozciagajace wigzan CC i NC.
Zaréwno pasmo Amidu I jaki i II informuje o strukturze drugorzedowej biatka.,
jednak w przypadku Amidu II analiza nie dostarcza fatwych do interpretacji danych.
Przeciwnie jest w przypadku pasma Amidu I, ktére dostarcza informacji na temat
struktury drugorz¢dowej biatka. a-helisy sa widoczne przy dlugosci okoto
1654 cm™, B-kartki przy okoto 1633 cm™ oraz 1684 cm™, a struktury zakrecajace
przy dtugosci okoto 1672 cm™. Po wykonaniu dekonwolucji danego pasma mozna
porowna¢ stosunek pola powierzchni pod pasmem a-helisy do B-kartki otrzymany
dla probki badanej i probki kontrolnej i zbada¢ zmiany struktury drugorzedowe;j
biatek [10].

Wykrywanie weglowodanéw: Pasma odpowiadajace weglowodanom znajdujag si¢
w zakresie spektralnym 1460-1200 cm™ (odpowiadajace wigzaniom CH i OH),
1160-1000 cm™ (odpowiadajace drganiom rozciagajacym C-O) oraz 960-730 cm™
(odpowiadajace deformacjom wigzania CH). Pasma odpowiadajace wegglowodanom
sa jednak na tyle mato specyficzne, ze nie umozliwiaja odrdznienia rodzaju, czy
dtugosci weglowodanow produkowanych przez rosling. Przy analizie pétilo§ciowe;j
mozliwe jest jedynie okreSlenie jak zmienita si¢ ilos¢ weglowodanow przez nia
syntetyzowanych [9].

Wykrywanie metabolitow specyficznych dla roslin: Za pomoca spektroskopii FTIR,
w polaczeniu ze spektroskopia Ramana, mozna zaobserwowac réznice w strukturze
celulozy uzyskanej z roslin [11]. Stosunkowo trudne jest natomiast
zwizualizowanie flawonoidéw. Zwigzane jest to glownie z faktem, ze pasma
charakterystyczne dla flawonoidéw pokrywaja si¢ z pasmami odpowiadajacymi
metabolitom pierwotnym, ktorych st¢zenie jest zwykle wigksze od stgzenia
flawonoidow. Flawonoidy moga by¢ badane za pomoca spektroskopii FTIR poprzez
ekstrakcje alkoholami, dzigki czemu eliminowane sg wszystkie substancje
rozpuszczalne w wodzie. Pasmami charakterystycznymi dla flawonoidow sa migedzy
innymi pasma odpowiadajgce nasyconym alifatycznym kwasom karboksylowym
(1740-1700 cm™), flawonom (1670-1625 cm™) oraz kombinacji drgan
rozciagajacych C=0 i C=C y-pyronéw we flawonoidach (1535-1525 cm™) [12].

Whioski: Spektroskopia FTIR umozliwia wykrycie metabolitow pierwotnych
i wtornych w tkankach roslinnych, jak rowniez zmian w ich st¢zeniu po zadziataniu
na ro$ling konkretnymi czynnikami do$wiadczalnymi. Technika ta umozliwia
wykazanie zmiany st¢zenia fosfolipidow, ilosci lipidow oraz zmian dlugosci
fancuchow lipidowych. Moze by¢ stosowana do analizy og6lnej ilosci biatek, jak
rowniez zmian w ich strukturze drugorzgedowej. Spektroskopia w podczerwieni nie
umozliwia natomiast doktadnej analizy weglowodandéw, a jedynie pozwala na
zbadanie zmiany ich ilo$ci w tkance roslinnej. Ponadto mozliwe jest badanie
struktury celulozy oraz analiza jakosciowa 1 potilosciowa flawonoidow.
Spektroskopia FTIR jest zatem niedestrukcyjnym dla badanej probki ale skutecznym
narzedziem do badania zmian metabolicznych w tkance ro§linne;j.

Praca realizowana w ramach projektu LIDER VIII (LIDER/11/0070/L-
8/16/NCBR/2017)
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ZASTOSOWANIE LC-QTOF-MS W DETEKCJI
ZAFALSZOWAN NIERAFINOWANYCH, TLOCZONYCH
NA ZIMNO OLEJOW ROSLINNYCH O ZNACZENIU
FARMACEUTYCZNYM

A. SUMARA, A. STACHNIUK, A. KOZUB, A. TRZPIL, E. FORNAL,
Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Lekarski, Katedra i Zaktad
Patofizjologii, ul. Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin.

Abstrakt: W pracy dokonano analizy nierafinowanych, ttoczonych na zimno
olejow roslinnych, powszechnie wykorzystywanych w przemysle farmaceutycznym
oraz kosmetycznym przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
sprzezonej z wysokorozdzielcza spektrometria mas wspomagang technikami
chemometrycznymi. Na podstawie analizy w trypie MS scan oraz fragmentacji
wybranego jonu w trybie MS/MS przedstawiono podejscie analityczne pozwalajace
na wykrycie charakterystycznego metabolitu $wiadczgcego o obecnosci
stonecznikowego oleju roslinnego w mieszaninie z olejem z nasion sezamu.

Wprowadzenie: Coraz wicksze zainteresowanie zdrowa zywno$cia, jak rowniez
powrdét do wykorzystywania ro$lin oraz produktdéw z nich uzyskiwanych
w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym przyczynito si¢ do rozwoju technik
analitycznych pozwalajacych na potwierdzenie autentycznosci danego produktu, czy
wykryciu zafalszowania odnosnie jego skladu. Wysokosprawna chromatografia
cieczowa sprzgzona ze spektrometrig mas typu kwadrupol- analizator czasu przelotu
(LC-QTOF) wraz z wykorzystaniem technik chemometrycznych jest jedng
z najpopularniejszych metod wykorzystywanych w analizach zywno$ci. W matrycy
jaka stanowia oleje ro$linne, technika ta znalazta zastosowanie mie¢dzy innymi
w peptydomice, lipidomice oraz metabolomice. W podej$ciu proteomicznym
oznaczono unikalne markery peptydowe specyficzne dla roslin oleistych, jak
rébwniez okre$lono biatka z jakich pochodzg te markery [1]. W lipidomice przy
zastosowaniu LC-QTOF oznaczano sktad kwasow ttuszczowych oraz przedstawiono
unikalne profile lipidomiczne w oparciu o zawarto$§¢ trojglicerydow
w poszczegolnych gatunkach olejow. Profile lipidomiczne pozwalajg na stworzenie
bazy danych trojglicerydow oraz kwasow tluszczowych, co moze przyczynic¢ si¢ do
wykrywania zafatszowan na poziomie lipidow oraz wpltywa na rozwoju badan
prowadzonych nad autentyczno$cig produktow oleistych [2]. Metabolomika skupia
si¢ na szczegdtowej analizie profilu metabolicznego badanej probki, na ktora
wpltyw ma wiele zmiennych, takich jak: gatunek rosliny, miejsce uprawy, warunki
hodowli w szczego6lnosci nastonecznienie czy nawodnienie, jak rowniez jako$§¢
gleby, na ktorej prowadzono hodowle. W przypadku olejow roslinnych wplyw na
profil metaboliczny, ma réwniez metoda ekstrakcji, podczas ktérej uzyskano
koncowy produkt. Wszystkie te aspekty wplywaja na rdéznorodno$¢ profilu
metabolicznego, nawet w obrgbie jednego gatunku, dlatego analizy te wymagaja
uzycia zaawansowanych technik analitycznych, takich jak spektrometria mas typu
Q-TOF. Technika ta charakteryzuje si¢ wysoka czuloécig oraz rozdzielczo$cia
umozliwiajac wyodrgbnienie konkretnych jonow charakterystycznych dla danego
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gatunku, ktére beda mogly by¢ wykorzystywane do potwierdzenia autentyczno$ci
oraz wykrywania zafalszowan wsrod olejow roslinnych. Oleje roslinne najczgsciej
zafalszowywane sg tanszymi produktami, takimi jak olej stonecznikowy, ktorego
cena jest Kilkukrotnie nizsza niz cena oleju sezamowego, ktory powszechnie
wykorzystywany jest w przemysle farmaceutycznym jako uzupetnienie leczenia
zwyrodnienia stawow, czy przy nadcisnieniu. W pracy zaprezentowano podejscie
metabolomiczne pozwalajace na wykrycie zafalszowania oleju z nasion sezamu,
olejem stonecznikowym stosujac wysokosprawna chromatografia cieczowa
sprzgzong ze spektrometrig mas typu kwadrupol - analizator czasu przelotu oraz
zaawansowane narzedzia chemometryczne.

Czes¢ eksperymentalna: Materiat badawczy stanowily komercyjnie dostepne oleje
z nasion stonecznika oraz nasion sezamu. Do analiz przygotowano probki oleju
sezamowego z ré6znym udziatlem procentowym oleju stonecznikowego (10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 100%). Analize ekstrakcji prowadzono przy zastosowaniu
mieszaniny metanol : woda. Probki wytrzasano, a nastgpniec odwirowano.
Otrzymany ekstrakt rozcienczono wodg i pozostawiono w temperaturze 2- 8°C.
Probki ponownie odwirowano, a nastgpnie przefiltrowano przez filtr strzykawkowy
i poddano analizie. Analizg¢ LC-MS oraz LC-MS/MS przeprowadzono
z wykorzystaniem ultrasprawnego chromatografu cieczowego (Agilent Technology
HPLC Infinity 1290) sprzgzonego ze spektrometrem mas typu kwadrupol-analizator
czas przelotu (Agilent Technology 6550 iFunnel LC/QTOF). Rozdziat
chromatograficzny prowadzono na kolumnie Zorbax Extend C18 RRAT (2.1x
100mm, 1.8um). Jako faz¢ ruchoma stosowano 0.1% kwas mrowkowy w wodzie
(A) oraz w acetonitrylu (B). Prowadzono 30 minutows elucj¢ gradientowa,
szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0.4 ml/min. W pierwszym etapie
analiz¢ prowadzono w trybie scan MS, a nastgpnie wybrany jon poddano
fragmentacji w trybie fragmentacji MS/MS. Wyniki otrzymane z analizy LC-MS
poddano obrobce. Przy pomocy programu Mass Hunter Qualitative (Agilent
Technologies) wyekstrahowano chromatogramy oraz widmo fragmentacyjne.
Analize chemometryczng wykonano przy uzyciu programu Mass Profiler
Professional (Agilent Technologies).

Wyniki: W wyniku analizy scan MS uzyskano profile metaboliczne analizowanych
probek. Na rysunku 1 przedstawiono chromatogramy catkowitego strumienia jonow
TIC (ang. total ion current) dla oleju stonecznikowego (100%) oraz mieszaniny
oleju sezamowego z 10% i 50 % udzialem oleju slonecznikowego. Zaobserwowano
roznice pomiedzy chromatogramami, w szczegdlnosci pomiedzy probka zawierajaca
100% olej stonecznikowy a probka stanowigcg mieszanine oleju sezamowego z 50%
udzialem oleju stonecznikowego. Przy zastosowaniu analizy chemometrycznej
wytypowano jon, ktory moze byé potencjalnym markerem metabolicznym (m/z,
618.3865), charakterystycznym dla oleju stonecznikowego. Wyekstrahowano
chromatogramy EIC (ang. Extracted Ion chromatogram) prezentujac zmiang
intensywnosci jonu m/z, 618.3865 w zaleznos$ci od udziatu procentowego oleju
stonecznikowego w oleju sezamowym. Wykonano analiz¢ MS/MS. Fragmentacji
dokonano przy energii kolizji 20V. Natozone na siebie chromatogramy EIC dla jonu
m/z, 618.3865 wraz z jego widmem fragmentacyjnym przedstawiono na rys. 2. Na
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rysunku 3 przedstawiono wyekstrahowane chromatogramy EIC jonu m/z 618.3865
roznicujacego olej stonecznikowy od oleju sezamowe4go.
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Rys.1. Chromatogramy TIC uzyskane dla oleju stonecznikowego (100%) (A), mieszaniny oleju
sezamowego z 50% udziatem oleju stonecznikowego (B) i mieszaniny oleju sezamowego z 10%
udziatem oleju stonecznikowego (C).

x103 |+ESI EIC(618.3865) Scan Frag=275.0V sez_d_50% d

X104 |Cpd 15: 21.508: +ESI Product lon (rt: 21.439-21.639 min, 23 scans) Frag=275.0V CID@20.0 (618.3865[z=1] -> **) S_ad_trgMSMS_1_20.d

499.2917
. B7 0696

583.3493

85.0644

397.2225
211.0961 951540
127.0386

455.3375 618.4184
. [ - | A4
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

214 216 218 22 222 224 236 228 23 232 234 236 238 24 242 244 246
Counts vs. Acquisition Time (min)

Rys.2 Natozone na siebie chromatogramy EIC jonu (m/z, 618.3865) prezentujace zmiang intensywnosci
tego jonu w zaleznosci od udziatu procentowego oleju stonecznikowego w oleju sezamowym (A); widmo
fragmentacyjne jonu m/z, 618.3865 (B).
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Rys.3. Chromatogramy EIC jonu réznicujacego olej stonecznikowy od oleju sezamowego, m/z 618.3865.

Whioski:  Przeprowadzone badania wykazaty, iz dzieki zastosowaniu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej z wysokorozdzielcza
spektrometria mas oraz chemometrii mozliwe jest wykrycie zafalszowan oleju
sezamowego olejem stonecznikowym. Analiza w trypie MS scan oraz fragmentacja
Wybranego jonu w trybie MS/MS umozliwila wykrycie charakterystycznego
metabolitu  §wiadczacego o obecnosci roslinnego oleju stonecznikowego
w mieszaninie z olejem z nasion sezamu. Otrzymane widmo fragmentacyjne
pozwoli w dalszych analizach na zidentyfikowanie tego jonu oraz w przysztosci
moze postuzy¢ przy tworzeniu baz danych opartych na markerach specyficznych dla
olejow roslinnych.

Badania zostaty sfinansowane ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki, grant
nr 2017/25/B/NZ9/02000.
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ANALIZA SPEKTORSKOPOWA KURDLANU
(B-1,3-D-GLUKANU)

G. KALISZ', M. JEDREK"? B. GIEROBA', A. SROKA-BARTNICKA®"?,
YUniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Farmaceutyczny, Zaktad Biofarmacji,
Chodzki 4A, 20-093 Lublin; 2Collegium Medicum Wydziat Medyczny Uniwersytetu
Kardynata Stefana Wyszyfiskiego, ul. Dewajtis 5, 01-815 Warszawa, *Uniwersytet
Marii Curie-Sktodowskiej, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Katedra Genetyki
i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-400 Lublin.

Abstrakt: B-glukany sa polisacharydami pochodzenia naturalnego wytwarzanymi
przez bakterie, grzyby i rosliny. Dzigki ich wlasciwo$ciom znajdujg zastosowanie
w wielu dziedzinach: od przemystu do produkcji zywnosci i lekow. B-1,3-D-glukan
(kurdlan) produkowany przez bakterie z gatunku Agrobacterium dzigki swojej
ztozonej strukturze trzeciorzedowej posiada zdolno$é tworzenia biopolimerow.
Kurdlan jest nietoksyczny, bezwonny i elastyczny, pelni role wypelniaczy
w jedzeniu jako zarejestrowany dodatek w USA, Korei, Tajwanie i Japonii. Stanowi
tez obiecujaca baze do roznych zastosowan medycznych. W pracy zaprezentowano
analiz¢ kurdlanu przy uzyciu niedestrukcyjnych metod spektroskopowych:
spektroskopii Ramana i FT-IR.

Wprowadzenie: B -glukany stanowig powszechng grupe polisacharydow ztozonych
z  monomeréw  D-glukozy potaczonych  wigzaniami  B-glikozydowymi,
wystepujacych w  wielu  organizmach zardwno  prokariotycznych, jak
i eukariotycznych [1]. Kurdlan, czyli liniowy B-1,3-D-glukan wykryty w bakteriach
Agrobacterium biovar 1 (wcze$niej Alcaligenes facelias var. myxogenes), posiada
strukture trzeciorzedowa wynikajaca z obecnosci wigzan 1—3 1 1—
6-glikozydowych [2]. Jego nazwa odzwierciedla wlasciwos¢ tworzenia struktur
zelowych, ktore sa bezwonne, nietoksyczne, nadajace si¢ do sterylizacji
i przechowywania i z tego wzglgdu postac ta zostala zaakceptowana przez m. in.
Food and Drug Administration (FDA) i jest obecnie szeroko stosowana w réznych
dziedzinach zycia [2, 3]. Jako substancja o wilasciwosciach Zelujacych posiada
unikalne cechy osiagane zaleznie od temperatury sieciowania zastosowanej na etapie
produkcji [4]. Tekstura tworzonych przez niego produktéw przypomina tluszcz
zwierzecy, w zwigzku z czym z powodzeniem jest on stosowany jako
niskoenergetyczny wypelniacz jedzenia. Polimery otrzymane przez zelowanie
kurdlanu maja zdolno$¢ do absorbcji, uwalniania i retencji zwigzkéw chemicznych,
co sprawia ze sg czesto stosowane w biotechnologii oraz farmacji [5]. Zmiana
temperatury procesu skutkuje zmianami strukturalnymi w obrebie jego potrojnie
helikalnej struktury przestrzennej, gdzie im wyzsza temperatura zelowania, tym
twardszy jest produkt tego procesu [5]. Zdolno$¢ absorbowania wody przez glukany
byta wykorzystywana w przemysle w celu uelastyczniania materiatéw budowlanych
i ceramiki [1]. Dodatkowo jest szeroko stosowany jako modulator odpowiedzi
biologicznej [6], najczgs$ciej wspomagajaco w uktadzie immunologicznym [1].
Pozytywne efekty zastosowania glukanéw w aspekcie medycznym wynikaja
rowniez z ich wilasciwosci antynowotworowych [7], przeciwinfekcyjnych [8],
przeciwzapalnych [8], przeciwzakrzepowych [9] i przeciwradiacyjnych [1].
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Jednoczesnie bedac naturalnymi biopolimerami ulegaja biodegradacji, bez
pozostawienia szkodliwych dla srodowiska odpadow. Glukany w $wietle obecnych
trendow jednoczesnego rozwoju technik biotechnologicznych przy pozyskiwaniu
materiatu ze zrédet naturalnych, budza coraz wigksze zainteresowanie 1 sa
wartosciowym przedmiotem badan ich potencjalnych zastosowan.

Cze$¢ eksperymentalna: Analizie poddany zostat 8% kurdlan (B-1,3-D-glukan,
Wako Pure Chemical Industries, Japonia). Pomiary absorbcji podczerwieni
przeprowadzono z uzyciem spektrometru FT-IR Nicolet 5700 Continuum (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) wyposazonego w modul catkowitego
wewnetrznego odbicia (ang. attenuated total reflectance — ATR) GladiATR (Pike
Technologies, Madison, WI, USA). Widma zarejestrowano w zakresie 4000-800 cm’
1'i zaprezentowano jako usredniony wynik 120 pomiaréw. Pomiary z uzyciem
spektrometru Ramana zostaty przeprowadzone za pomocag DXR Raman Microscope
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) wyposazonyego w laser o dlugosci fali
532nm i detektor CCD (Sentech, Ebina, Kanagawa, Japonia). Zapis widm
prowadzono w zakresie 150-3150 cm™ z wykorzystaniem obiektywu x10 i przestony
50um w temperaturze pokojowe;.

Wyniki: W tabeli 1 zestawiono wartosci liczb falowych i przesuni¢g¢ Ramana widm
osmioprocentowego kurdlanu uzyskanych eksperymentalnie w temperaturze
pokojowej. Rys. 1 przedstawia widmo FT-IR kurdlanu otrzymane poprzez
usrednienie 120 pomiaréw absorbancji podczerwieni, z wykorzystaniem ATR.
Charakterystyczne dla tego polisacharydu jest pasmo drgan wskazujacych na
obecnos¢ wigzan B-glikozydowych taczacych monomery D-glukozy, widoczne przy
liczbie falowej 888 cm™. Obecno$é grup OH, zaangazowanych w tworzenie wiazan
wodorowych obserwuje si¢ w zakresie 3200-3600 cm™ z wartoécia szczytowa przy
3288 cm™. Drgania zginajace grup CH, CH, i CH; sa mozliwe do zaobserwowania
w pasmach przy 1313, 1366, 1419 oraz 2886 cm™ [5]. W zakresie 900-1300 cm™
obecne sg pasma drgan rozciggajacych wigzan C-O, C-C i zginajagcych COH [10].

Absorbancja

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Liczba falowa / cm’

Rys. 1. Widmo ATR FT-IR kurdlanu.
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Na rysunku 2 zostalo przedstawione widmo kurdlanu uzyskane przy uzyciu
spektroskopii Ramana z zaznaczeniem najistotniejszych pasm. Charakterystyczne
dla polisacharydow drgania pojawiaja sic w zakresie 990-1200 cm™, przypisane
wigzaniom B-glikozydowym w pozycjach 427, 891, 1092 oraz 1116 cm™,
odpowiadajac drganiom rozciggajacym CC i CO oraz C-O-C [11]. Pasmo 1200-
1440 cm™ odpowiada za drgania deformacyjne oraz zginajace grup OH i CH. Pasmo
przy 1460 cm™ przypisane jest drganiom zginajacym CH, w grupie CH,OH,

natomiast 607 i 1363 cm™ drganiom zginajacym i deformacyjnym grup CH.

2900

Intensywnoscé

3500

2500 2000

Rys. 2. Widmo ramanowskie kurdlanu.

1500
Przesunigcie Ramana / cm’

1000 500

Tabela 1. Obserwowane czgstosci drgan (w cm™) widm Ramana i FTIR wraz z przypisaniami
odpowiednich wigzan.

Przesunigcie Przypisanie Liczby falowe Przypisanie
Ramana
290 3 C-C-C 888 wigzanie B-glikozydowe
357 3 C-C-C 992 C-O,C-C
425 THCC 1026 vC-0
wigzanie B-glikozydowe
466 1 C-C=0 1067 vC-0
607 ©CH 1157 vC-0-C
891 3 HCC, 8 HCO, 4 CH, 1204 v C-O, C-0-C
wigzanie B-glikozydowe
1092 vCC,vCO 1313 1 CH;
1116 v COC 1366 1 CH, CH,
1201 8 CCH 1419 T CHy, CH,
1315 3 CH, 8§ OH 1638 C=0
1363 8 CH 2886 v C-H
1460 O-CHjs, HCH, HOC, 3.,CH, t 3288 v OH
CH;
2900 vCH
Drgania: rozciggajace (v), deformacyjne (3); zginajace () symetryczne (s) i asymetryczne (as)
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Whioski: Glukany, w tym kurdlan, jako naturalne polimery stanowia material
0 bardzo szerokim wachlarzu zastosowan - od przemyshi, przez produkcj¢
Zywnosci, po zastosowania biomedyczne i farmaceutyczne. Spektroskopia Ramana i
FT-IR sg wartosciowymi metodami analitycznymi w ocenie struktury chemicznej
kurdlanu zaréwno jako substratu, jak i produktéw jego zZelowania, pozwalajac na
oceng¢ ich wlasciwosci fizyko-chemicznych.

Projekt realizowany w ramach grantu Fundacji na rzecz Nauki Polskiej
POWROTY/2017-4/14 (POIR.04.04.00-00-4398/17-00).

Literatura:
1. M. Mclintosh, B.A. Stone, V.A. Stanisich, Appl. Microbiol. Biotechnol., 68 (2005) 163.
2. T. P. West, Fermentation, 6 (2020) 16.
3. H. Zhang, K. Nishinari, M.A.K. Williams, T.J. Foster, I.T. Norton, Int. J. Biol. Macromol., 30 (2002)
7.

. T. Harada, K. Okuyama, A. Konno, A. Koreeda, A. Harada, Carbohydr. Polym., 24 (1994) 101.

. B. Gieroba, A. Sroka-Bartnicka, P. Kazimierczak, G. Kalisz, A. Lewalska-Graczyk, V. Vivcharenko,
R. Nowakowski, I. Pieta, A. Przekora, Int. J. Mol. Sci., 21 (2020) 6154.

. T. Harada, A. Harada, Polysaccharides in medical applications, Dekker New York, 1996.

. KIML.I. Bashir, J.S. Choi, Int. J. Mol. Sci., 18 (2017) 1906.

. J.A. Reynolds, M.D. Kastello, D.G. Harrington, C.L. Crabbs, C.J. Peters, J.V. Jemski, G.H. Scott, N.R.

Di Luzio, Infect. Immun., 30 (1980) 51.

9. H. Vancraeyneste, R. Charlet, Y. Guerardel, L. Choteau, A. Bauters, M. Tardivel, N. Francois, L.
Dubuquoy, D. Soloviev, D. Poulain, B. Sendid, S. Jawhara Am. J. Physiol. Circ. Physiol., 311 (2016)
H725.

10. A. Synytsya, M. Novak Ann. Transl. Med., 2 (2014) 17.

11. G. Kalisz, A. Przekora, P. Kazimierczak, B. Gieroba, M. Jedrek, W. Grudzinski, W. Gruszecki,
G. Ginalska, A. Sroka-Bartnicka, Int. J. Mol. Sci., 22 (2021) 1.

()] (S0

0 ~

156



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

OZNACZANIE ZWIAZKOW BIOAKTYWNYCH W OPARCIU
O TECHNIKE CHROMATOGRAFII PLYNEM
NADKRYTYCZNYM

AWESOLOWSKA', A. PASTUSZKA?, J. KUTKOWSKA?, *Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej,  Instytut Nauk  Biologicznych, Katedra  Genetyki
i Mikrobiologii, Studenckie Koto Naukowe Mikrobiologéw ,Bakcyl”,
ul. Akademicka 19, Lublin 20-033; 2Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Instytut
Nauk Biologicznych, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, Lublin
20-033.

Abstrakt: Chromatografia cieczowa w stanie nadkrytycznym (ang. supercritical
fluid chromatography) (SFC), jest metoda analityczng, ktora taczy w sobie
wlasciwosci techniki chromatografii gazowej oraz cieczowej. W technice SFC
w trakcie procesu analizy wykorzystuje si¢ ciekly dwutlenek wegla, stanowiacy fazg
ruchoma, co prowadzi do wytwarzania wysokiego ci$nienia w przebiegu strumienia.
Metoda ta, stanowi alternatywe dla klasycznej chromatografii gazowej
1 wykorzystywana jest zwlaszcza w kontekscie zwigzkow, ktore w danym materiale
wystepuja w niskich stg¢zeniach, badz charakteryzuja si¢ duza masa czasteczkowa.
Obecnie technika ta, znajduje szerokie zastosowanie w farmacji a takze przemysle
kosmetycznym jako metoda pozwalajgca na wyodrebnienie wielu sktadnikow
aktywnych zawartych w produktach leczniczych badz surowcach kosmetycznych.

Wprowadzenie: Praca ma charakter przegladowy a jej celem jest opis
wykorzystania metody chromatografii ptynem nadkrytycznym (ang. supercritical
fluid chromatography) (SFC) do oznaczania zwigzkow bioaktywnych oraz
charakterystyka tej techniki. Zastosowanie ptynéw nadkrytycznych zostato po raz
pierwszy opisane w 1962 roku. Woéwczas zauwazono, ze podczas zwigkszania
ci$nienia i ogrzewania niektorych plynow poza ich punkt krytyczny wykazuja one
szczegblne zachowanie, a mianowicie zachowuja si¢ jak eluent chromatograficzny
(. plyn wymywajacy substancje zaadsorbowane na fazie statej podczas
chromatografii) [2]. Po pierwsze lepkos¢ oraz dyfuzyjnos¢ takiego pltynu sg bardzo
zblizone do lepkosci gazu co skutkuje wyzsza wydajnoscig separacji przy duzej
predkosci fazy ruchomej i przy zachowaniu bardzo niskiego ci$nienia. Co wigcej,
ich gestos¢ i zdolnos¢ solwatacji sg zblizone do cieczy co zapewnia bardzo dobrg
rozpuszczalno$¢ i1 szybki transport analitow [4]. Sposrod wszystkich dostgpnych
ptynow nadkrytycznych (fluoroweglowodory, amoniak lub dwutlenek wegla) to
wilasnie dwutlenek jest najchgtniej wykorzystywany, ze wzgledu na szereg swoich
wlasciwosci [5][4][3]. Poczatkowo SFC byta metoda uzywana do analizy zwigzkow
niepolarnych (weglowodory lub materiaty lipofilowe) ze wzglgdu na niska site elucji
czystego CO,. Jednak dodatek rozpuszczalnikow organicznych  (tzw.
modyfikatorow) silnie zwigkszyt rozpuszczalnos¢ zwiazkow zaréwno niepolarnych
jak i polarnych takich jak male weglowodany [1]. Rozpuszczalnikami sg najczesciej
krotkotancuchowe alkohole: metanol, etanol, izopropanol lub czasami acetonitryl.
Taka mieszanina niekoniecznie jest ptynem nadkrytycznym, poniewaz jej ci$nienie
moze zawiera¢ si¢ powyzej cisnienia krytycznego, a temperatura czgsto ponizej
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temperatury krytycznej. Nie powoduje to zadnych probleméw przy chromatografii,
poniewaz zachowane sg zalety ptynéw nadkrytycznych [5][4]. Uznano, iz SFC moze
z powodzeniem zastgpi¢ NPLC (ang. Normal Phase Liquid Chromatography)
unikajac w ten sposob stosowania duzych ilosci rozpuszczalnikow organicznych,
ktore sa toksyczne 1 drogie [1]. Dostgpnos¢ wysoce wydajnych narzedzi
potrzebnych do analitycznego rozdzielania substancji technikg chromatografii
ptynem nadkrytycznym (SFC) przyczynita si¢ do wzrostu badan w ostatnich latach.
SFC ma zasadnicze znaczenie dla przemystu farmaceutycznego, poniewaz analiza
lekow jest potrzebna na kazdym etapie procesu ich opracowywania. Podczas
procesu syntezy i przechowywania lekdw moga pojawic si¢ zanieczyszczenia i / lub
produkty degradacji, ktére powinny by¢ rygorystycznie monitorowane razem
z aktywnymi skladnikami farmaceutycznymi (API). Celem takiej analizy
farmaceutycznej jest okreslenie jako$ci substancji leczniczych. Analiza
farmaceutyczna za pomoca SFC dodatkowo dostarcza uzytecznych informacji
o0 czystosci, zawartosci i trwatosci materiatow wyjsciowych z ktérych produkowane
sg leki oraz aktywnych skladnikow farmaceutycznych. Roéwniez pomiar stezen
lekow w matrycach biologicznych (takich jak surowica, osocze, krew, mocz i $lina)
jest waznym aspektem opracowywania produktow leczniczych. Takie dane moga
mie¢ zasadniczy wplyw na odkrycie nowych substancji czynnych, a takze na
wprowadzenie zmian w dopuszczonych produktach leczniczych. Wyniki badan
toksykokinetycznych na zwierzetach, a takze proby kliniczne, w tym badania
bior6wnowaznos$ci sg wykorzystywane do podejmowania waznych decyzji
gwarantujacych bezpieczenstwo 1 skuteczno$¢ leku lub produktu leczniczego
[2][5][6][7]. Od dawna bylo wiadomo, ze lipidy oraz pigmenty karotenoidowe sa
dobrze rozpuszczalne w fazach ruchomych dwutlenku wegla pod ci$nieniem co nie
stanowito problemu analizy tych zwiazkéw z wykorzystaniem SFC. Dzigki
udoskonaleniu tej techniki inne zwiazki bioaktywne takie jak alkaloidy, kumaryny,
weglowodany, lignany, polifenole czy zasady nukleinowe i nukleozydy mozna
podda¢ analizie SFC. Postepy w technice sprawiaja, ze produkty naturalne sg
obecnie pierwsza domeng zastosowan analitycznego SFC. Produkty naturalne sa
rowniez czegscia domeny zastosowan nauk o zywnosci, ktéra zajmuje czwarte
miejsce pod wzgledem znaczenia w skali analitycznej technikg SFC. Wigkszos¢ prac
z tego zakresu dotyczy analizy lipidow nie tylko tych wystepujacych w olejach
ro$linnych, ale takze w produktach mlecznych; karotenoidéw i witamin lipofilnych
[91[51[8]. Zwiazki bioaktywne zwane metabolitami wtornymi czg¢sto majg dziatanie
lecznicze i farmakologiczne. W przeciwienstwie do uniwersalnych makroczasteczek
metabolizmu pierwotnego (np. monosacharydow, polisacharydow, aminokwasow,
biatek 1 lipidow), ktére sa powszechnie obecne we wszystkich organizmach,
metabolity wtdrne maja znacznie bardziej ograniczong dystrybucje w naturze.
Organizm (mikroorganizm, roslina) moze wytwarza¢ te zwiazki, aby chroni¢ siebie
np. przed patogenami lub moga one odgrywac podstawowa role w jego codziennym
zyciu. Do tej pory poznane wtorne metabolity majace wiasciwosci lecznicze to
woski, kwasy ttuszczowe, alkaloidy, terpenoidy, fenole (proste fenole i flawonoidy),
glikozydy i fitosterole [3]. W celu ekstrakcji zwigzkoéw bioaktywnych przy pomocy
SFC nalezy przeprowadzi¢ trzystopniowy proces. Obejmuje on ponizsze etapy:
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1) Lokalna desorpcja substancji rozpuszczonych i ich solubilizacja.
2) Wewngtrzna dyfuzja substancji rozpuszczonej przez fazg stala az do jej
powierzchni.

3) Zewnetrzna dyfuzja substancji rozpuszczonej przez folie [10][3].

W matrycach, takich jak materialy roslinne, szybko$¢ ekstrakcji moze by¢
ograniczona przez etap solubilizacji Iub dyfuzji. Roéwniez zmiana obszaru
geograficznego zebranej biomasy, sezonu zbiordw, uzytej / badanej czesci
morfologicznej, a takze klimatu i systemu ekologicznego moze zmieni¢ sktad
ekstraktu, a tym samym jego zdolno$ci bioaktywne. Ponadto zmiany bioaktywno$ci
mogg by¢ spowodowane brakiem spdjnosci w gromadzeniu, przechowywaniu
i przygotowaniu surowca. Dlatego, aby osiggna¢ skuteczny i odpowiedni wynik
ekstrakcji, wymagana jest staranna kontrola warunkéw  analitycznych
i optymalizacja kazdego etapu, w szczegodlnosci pobieranie probek powinno byé
doktadnie kontrolowane [10][3]. Za pomoca analizy opartej na chromatografii
ptynem nadkrytycznym wykazano, ze wiele zwiazkow wyekstrahowanych ze zrodet
naturalnych posiada szereg zastosowan bioaktywnych mi.in. takich jak dziatanie
przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe, przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe i inne. Jednga z najlepiej poznanych bioaktywnosci jest
antyproliferacyjne  dziatanie polifenoli. Zwigzki fenolowe ekstrahowane
z Rosmarinus officinalis maja dziatanie przeciwnowotworowe [12]. Glownie ze
wzgledu na  obecno$¢  zwiazkéw  fenolowych, takich jak  kwas
rozmarynowy,karnozowy, karnozol, rozmanol, epirosmanol i karnozan metylu.
Badania farmakologiczne przeprowadzone na Codia verbenacea wykazaty dziatanie
przeciwzapalne, a efekt ten przypisano obecnosci a-kariofilenu i trans-kariofilenu.
Innym przyktadem sa wlasciwosci przeciwwirusowe uzyskane z gatunkoéw tymianku
(Thymus vulgaris, Thymus hyemalis i Thymus zygis), ktére wynikaja z obecnosci
takich substancji bioaktywnych jak tymol, karwakrol i borneol [3][11][12].

Whioski: Pomimo, iz chromatografia cieczowa w stanie nadkrytycznym zostata
poznana i opracowana juz w latach sze$édziesiatych ubieglego wieku, to dopiero
niedawna ewolucja technologiczna korzystnie wplyneta na uzyskanie
wysokowydajnej analizy i ekstrakcji zwiazkéw z uzyciem SFC. Sposrod wielu
dostgpnych plynéw nadkrytycznych to dwutlenek wegla jest najczesciej
wykorzystywany m.in. dzigki swoim wlasciwosciom oraz niskim kosztom
produkcji. SFC w ubiegtych latach byla najczgsciej wykorzystywana do analizy
sktadu produktow leczniczych i lekow, jednak postepy technologiczne
spowodowaty spadek tej kategorii badan, kosztem analizy zwigzkéw bioaktywnych
pochodzenia naturalnego. Za pomoca chromatografii ptynem nadkrytycznym
mozliwa jest nie tylko analiza, ale rowniez ekstrakcja tych zwigzkéw, co przyczynia
si¢ do rozwoju nauki w tym medycyny. Przy pomocy SFC dowiedziono, iz wiele
tego typu zwigzkow ma dzialanie przeciwbakteryjne, przeciwzapalne,
przeciwwirusowe, fagocytotyczne, przeciwutleniajgce a nawet przeciw-
nowotworowe.
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TECHNIKA GF AAS JAKO NARZEDZIE DO
IDENTYFIKACJI I CHARAKTERYSTYKI NANOCZASTEK
METALI W PROBKACH BIOLOGICZNYCH I
SRODOWISKOWYCH

R. OLCHOWSKI, R. DOBROWOLSKI, UMCS, Wydziat Chemii, Instytut Nauk
Chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej, Pl. Marii Curie-Sktodowskiej 3,
20-031 Lublin.

Abstrakt: Niniejsza praca stanowi przeglad obecnego stanu wiedzy dotyczacego
wykorzystania techniki absorpcyjnej spektrometrii atomowej z atomizacja w piecu
grafitowym do identyfikacji i charakterystyki nanoczastek metali (tj. srebra i ztota)
wystepujacych na niskim poziomie stgzen/zawartosci w probkach biologicznych
i $rodowiskowych. Technika ta w potaczeniu z bezposrednig analizg ciata statego
umozliwia analiz¢ probek o skomplikowanej matrycy pod katem obecno$ci
nanoczastek metali bez zmiany ich formy, poprzez eliminacj¢ wieloetapowej
procedury przygotowania probki. Dokonano charakterystyki parametrow sygnatu
AAS wykorzystywanych podczas rozrozniania formy jonowej metalu od jego
nanoczastek oraz okreslania rozmiaré6w nanoczastek metalu, takich jak opo6znienie
atomizacji, szybko$¢ atomizacji, czas pojawienia si¢, szeroko§¢ piku w polowie
wysokosci oraz wspolczynnik asymetrii piku.

Wprowadzenie: Ze wzgledu na dynamiczny rozwdj nanotechnologii nanoczastki
(NPs, ang. nanoparticles) metali, a zwlaszcza srebra, sa obecnie szeroko
wykorzystywane w roéznych gateziach przemystu, ze wzgledu na swoje wiasciwosci
oraz niski koszt produkcji. Nanoczastki srebra (Ag NPs) sa dobrymi przewodnikami
elektrycznoéci, tatwo ulegaja reakcjom redoks oraz posiadajg wiasciwosei
katalityczne, antybakteryjne i antygrzybicze, dlatego sa stosowane w rdéznych
dziedzinach, np. elektronice, bioczujnikach, optyce, kosmetykach, tkaninach
odziezowych, $rodkach do prania czy opakowaniach zywnos$ci. Ponadto, Ag NPs
stuza do dezynfekcji narzedzi medycznych oraz do sporzadzania opatrunkow
przyspieszajacych gojenie si¢ ran (Srodki terapeutyczne). Jednakze Ag NPs,
podobnie jak inne nanoczastki metali, s3 wysoce reaktywne i ze wzgledu na swoje
niewielkie rozmiary tatwo przenikaja przez blony biologiczne do komorek,
w ktorych moga ulec przemianie do silnie toksycznej formy jonowej. Wpltyw
nanoczgstek srebra na organizmy zywe, w tym ludzi, nie jest jak dotad dobrze
poznany. Dlatego istotny jest monitoring Ag NPs i innych nanoczgstek metali
w probkach biologicznych, $rodowiskowych i zywno$ci. Dostepnych jest kilka
metod identyfikacji oraz charakterystyki nanoczgstek metali, tj. mikroskopia
elektronowa, czy spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprze¢zonej indukcyjnie
w trybie pojedynczej czastki (spICP-MS, ang single particle inductively coupled
plasma — mass spectrometry), lecz sa one drogie i nieodpowiednie do analizy
niskich st¢zen/zawartoSci nanoczastek metali w probkach o skomplikowanej
matrycy. Poza tym, wigkszo$¢ z nich jest opartych o wieloetapowe procedury
przygotowania probek przed analizg, podczas ktorych moze dojs¢ do transformacji
badanych nanoczastek metalu. Obiecujagca technika do  identyfikacji
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i charakterystyki nanoczastek  metali  obecnych ~w  niewielkich
stezeniach/zawarto§ciach w probkach o zlozonej matrycy jest absorpcyjna
spektrometria atomowa z atomizacja w piecu grafitowym (GF AAS, ang. Graphite
Furnace Atomic Absorption Spectrometry) zwlaszcza w polaczeniu z modutem
wysokorozdzielczym 1 bezposredniag analiza ciala stalego. Po odpowiedniej
optymalizacji warunkow pomiarowych pozwala ona na szybka i do$¢ tanig
identyfikacj¢ oraz charakterystyke nanoczastek metali w probkach biologicznych
i sSrodowiskowych bez ryzyka ich przemiany w inne formy w trakcie przygotowania
probek do analizy [1-3].

Identyfikacja i charakterystyka nanoczgstek metali: Rozréznienie miedzy forma

jonowa okreslonego metalu a jego nanoczastkami oraz charakterystyka nanoczastek

tego metalu z wykorzystaniem techniki GF AAS sa mozliwe dzigki analizie
sygnatow AAS uzyskanych w odpowiednich warunkach pomiarowych (po
optymalizacji programu czasowo — temperaturowego). W tym celu wprowadzono
dodatkowe parametry opisu sygnalu w GF AAS, oprocz typowych tzn. wysokosé

piku, pole powierzchni pod pikiem (Rys. 1):

e opOznienie atomizacji (ang. atomization delay) (ty) — czas w s liczony od
rozpoczgcia etapu atomizacji do pojawienia si¢ maksimum piku,

e szybko$¢ atomizacji (ang. atomization rate) (ki) — nachylenie krzywej
dopasowanej wielomianu w pierwszym punkcie przegiecia [1/s],

e czas pojawienia si¢ (ang. appearance time) (tap) — czas w s liczony od poczatku
etapu atomizacji do momentu, gdy absorbancja przekroczy kryterium 10 o (tzn.
jej warto§¢ przekroczy srednig absorbancje dla Slepej proby instrumentalne;j,
powigkszong o 10 odchylen standardowych pomiarow $lepej proby),

e FWHM (ang. full width at a half maximum) — szeroko$¢ dopasowanego piku
w potowie wysokosci [s],

e wspolczynnik asymetrii dopasowanego piku (ang. assymetry factor) (AF) —
stosunek miedzy szerokoscia czg$ci opadajacej (F) i szerokoscig czesci
wznoszace] (R) w potowie maksimum glownego piku sygnalu absorbancji

[2] .[4].
dA/dt
Alj.u] 4 . / [1/5]
Anux
R l? P\ ths)

12 Ay FWHM = R+F
AF=F/R

A, 10SD,,

»
»

t[s]

Rys. 1. Parametry sygnatu analitycznego w GF AAS (A — absorbancja, Amax — wysoko$¢ piku,

Aui — $rednia warto$¢ absorbancji dla $lepej proby instrumentalnej, SDy — odchylenie standardowe dla
pomiardw $lepej proby, tag — opdznienie atomizacji, tap — CZas pojawienia sig, Kqt — szybko$¢ atomizacji,
dA/dt — pierwsza pochodna absorbancji po czasie, p — pierwszy punkt przegigcia, FWHM — szeroko$¢
piku w potowie wysokosci, AF — wspotczynnik asymetrii, R — szeroko$¢ czgsci wznoszacej piku,

F — szeroko$¢ czg$ci opadajacej piku) [4]
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N. S. Feichtmeier i in. [2] wykorzystali technikg GF AAS z modutem
wysokorozdzielczym i bezposredniag analiza ciata stalego do identyfikacji
nanoczastek srebra obecnych w probkach zywnosci. Rozréznienie jonowego srebra
od nanoczastek srebra byto mozliwe dzigki badaniu opdznienia atomizacji. Okazato
si¢, ze srebro w formie jonowej i nanoczastki srebra o rozmiarach 20-80 nm
charakteryzowaly si¢ réznymi warto$ciami tyy (czesto t,g(AgY) > tig(Ag NPs)).
W celu optymalizacji pomiarow GF AAS autorzy wprowadzili: roéznice w ty dla
jonow Ag" i nanoczastek srebra (Aty [s]) oraz wzgledng ztozong niepewnoséé dla tej
réznicy (ue [%]):

Atad = tad(Ag+) - tad(Ag NPS) (1)

ue = JRSD?(t,q(Ag") + RSD? (150 (Ag NP5)) @

gdzie RSD to wzgledne odchylenie standardowe [%]. Optymalizacj¢ parametrow pomiarowych
prowadzono tak, aby warto$¢ bezwzgledna Aty byta jak najwieksza, a warto$¢ uc byla jak najmniejsza.
Optymalizacji poddano temperature atomizacji, tempo ogrzewania przed etapem atomizacji, temperature
pirolizy oraz mase¢ probki. Generalnie jony srebra tatwiej ulegaja atomizacji niz nanoczastki srebra,
dlatego At,y powinna by¢ ujemna. Jednakze w przypadku niektorych probek zaobserwowano sytuacje
odwrotng (tzn. Aty > 0), co wigzalo si¢ z silniejszym oddzialywaniem jonéw Ag® z matrycg probki niz
nanoczgstek srebra. Spowolnienie odparowania i atomizacji jondw Ag* umozliwilo zastosowanie niskiej
temperatury spopielania w piecu grafitowym, prowadzace do niecatkowitego rozktadu matrycy probki.

N. Feichtmeier i K. Leopold [3] zastosowali szybko$¢ atomizacji (k) do
rozréznienia rozmiarOw nanoczastek srebra obecnych w prébkach biologicznych.
Autorzy zaobserwowali, ze wartos¢ ky maleje nieliniowo ze wzrostem rozmiarow
Ag NPs. Z kolei J. Gruszka i wsp. [5] zbadali wpltyw roéznych zwiazkow
chemicznych na stabilno$¢ termiczng jonow Ag" i Ag NPs oraz mozliwosé
wykorzystania warto$ci t,y do okres§lenia rozmiar6w nanoczastek srebra (Rys. 2).
Okazato si¢, ze zastosowanie cytrynianu sodu zwigkszylo stabilno$¢ termiczna
jonow Ag" i Ag NPs, a takze roznice t,q miedzy obiema formami srebra. Ponadto,
najlepsze rozréznienie zardwno miedzy jonami Ag* a Ag NPs, jak i rozmiarow Ag
NPs uzyskano dla atomizacji z platformy Lwow’a w temperaturze 975°C przy
uzyciu 2 - 10 mol/L cytrynianu sodu w roli stabilizatora.

0,20
A [‘l' u‘] Ag NPs 20 nm
0,15 Ag NPs 40 nm

Ag NPs 60 nm

0,104

0,05

0,00 4 T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

t is]

Rys. 2. Sygnaty AAS dla Ag* oraz Ag NPs o r6znych rozmiarach dla stgzenia srebra 5 pg/L
(Tatomizacji: 975°C, Tpirolizy: 4500C) [5]

Uzyskano liniowa zalezno$¢ t,y od rozmiaru nanoczastek srebra dla badanego
uktadu. Poza tym autorzy podkreslili fakt, ze dla kazdego spektrometru nalezy
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dokona¢ nowej optymalizacji przedstawionych parametrow, gdyz sa one w duzym
stopniu zalezne od mocy elektrycznej pieca grafitowego oraz szybkosci grzania.

A. Brandt i K. Leopold [4] badali zalezno$¢ parametrow opisujacych sygnat GF
AAS (tg, Ka, tap, FWHM oraz AF) od stezenia zlota w badanej probee (5-45 pg/L)
oraz od formy ztota (jonowa lub nanoczastki o rozmiarach 5-100 nm) w okreslonych
warunkach pomiarowych. W przypadku jonow Au(Ill) zaobserwowano wzrost tyy ze
wzrostem stgzenia zlota w badanej probce (zwigzany z tworzeniem in Situ coraz
wigkszych agregatow Au), a w przypadku nanoczastek ztota warto$¢ t,q byla
niezalezna od st¢zenia zlota. Odwrotny trend zaobserwowano w przypadku tap, tzn.
dla jonow Au(IIl) warto$¢ tap byla stala niezaleznie od stezenia ztota w prébcee, a dla
Au NPs warto$¢ tap malala wraz ze wzrostem stgzenia ztota. Z kolei warto$¢ kg
rosta wraz ze wzrostem stezenia zlota w probce niezaleznie od formy zlota.
Jednakze wigksze wartosci ks obserwowano dla Au NPs o mniejszych rozmiarach
(wigksza powierzchnia wlasciwa i wigcej atomow Au moze by¢ jednoczesnie
odparowanych do fazy gazowej w okreslonych warunkach). Ponadto, obie formy
zlota generowaly asymetryczne sygnaty AAS, przy czym wigksze wartosci FWHM
obserwowano dla nanoczastek zlota (wolniejsze odparowanie atomowego zlota).
Autorzy tym samym dowiedli, ze jonowa forma ztota ulega atomizacji wedtug
innego mechanizmu niz nanoczastki ztota.

Whioski: Technika GF AAS jest odpowiednim narzgdziem do identyfikacji
i charakterystyki nanoczastek srebra i ztota wystgpujacych na niskim poziomie
stezen/zawarto$ci w probkach o skomplikowanej matrycy. Szczegoélnie interesujace
jest zastosowanie techniki GF AAS w polaczeniu z bezposrednia analiza ciata
statego, co eliminuje etap przygotowania probki i tym samym minimalizuje zmiany
formy nanoczgstek okreslonego metalu. Kilka réznych parametrow stuzacych do
opisu sygnatu AAS jest wykorzystywanych podczas rozroznienia formy jonowej
metalu od jego nanoczastek oraz okreSlenia rozmiaréw nanoczastek metalu. Przed
pomiarami konieczna jest optymalizacja warunkéw pomiarowych w taki sposob,
aby bylo mozliwe rozdzielenie sygnatow AAS pochodzacych od réznych form
badanego metalu (jonowej od nanoczastek oraz nanoczastek o réznych rozmiarach)
w jak najwigkszym stopniu. Optymalne warunki pomiarowe zaleza nie tylko od
rodzaju analizowane]j probki, lecz takze od wykorzystywanego spektrometru GF
AAS. Zastosowanie techniki GF AAS do identyfikacji i charakterystyki nanoczastek
innych metali w szerokiej praktyce analitycznej w probkach biologicznych
i srodowiskowych wymaga przeprowadzenia dalszych badan, a przede wszystkim
walidacji zaproponowanych procedur analitycznych.
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DETEKCJA WEASCIWOSCI BIOAKTYWNYCH CLITORIA
TERNATEA L. ZA POMOCA BIOAUTOGRAFII
BEZPOSREDNIEJ

H. NIKOLAICHUK, I.M. CHOMA, UMCS, Wydziat Chemii, Katedra
Chromatografii, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Pofaczenie chromatografii cienkowarstwowej (TLC — thin-layer
chromatography) i bioautografii bezposredniej (DB — direct bioautography) zostalo
wykorzystane do poszukiwania i badania wiasciwosci bioaktywnych Clitoria
ternatea L.. Stosujac TLC-DB, wykazano wlasciwosci przeciwutleniajace,
przeciwbakteryjne wobec Bacillus subtilis oraz hamujace acetylcholinesteraze,
lipaze, tyrozynazg i a-glukozydazg ekstraktu z kwiatu Clitoria ternatea L.

Wprowadzenie: Clitoria ternatea L. (C. ternatea) z rodziny Fabaceae, nazywana
rowniez groszkiem motylkowym, jest bardzo dobrze znang ro$ling stosowana
w medycynie Ayurwedyjskiej. Istnieje ponad 50 rodzajow C. ternatea, ktore
glownie wystepuja w Azji, Ameryce Srodkowej, Meksyku, oraz na Karaibach.
C. ternatea zostala szeroko przebadana pod katem roéznych wiasciwosci
farmakologicznych.  Stosunkowo dobrze udokumentowane sg dzialania
neurofarmakologiczne, takie jak zwickszanie poziomu acetylocholiny, dziatanie
nootropowe i antystresowe, przeciwdepresyjne i przeciwlgkowe, przeciwdrgawkowe
i uspokajajace. C.ternatea ma wiasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwbakteryjne,
przeciwgoraczkowe, przeciwzapalne, przeciwbolowe jak i moczopgdne. Ponadto
jest stosowana jako miejscowy s$rodek znieczulajacy, lek przeciwcukrzycowy
i substancja hamujaca agregacje ptytek krwi [1]. Jak sugerujg badania
A. Prasansuklab, C.ternatea moze by¢ potencjalnym lekiem w terapii przeciw
wirusowi SARS-CoV-2 dzigki zawartosci glukozydu flawanoidowego tj. 3-O-a-
ramnopiranozylo(1/2)-[a-ramnopiranozylo(1/6)]-p-glukopiranozydu kemferolu [2].
Celem pracy jest detekcja wilasciwosci bioaktywnych C. ternatea za pomoca
bioautografii bezposredniej potaczonej z chromatografia cienkowarstwowa. TLC-
DB jest skuteczna i niedroga metoda do szybkiego i precyzyjnego wykrywania
substancji biologicznie czynnych w ztozonych mieszaninach, takich jak ekstrakty
roslinne [3-4]. TLC-DB umozliwia wykrywanie inhibitorow enzymow takich jak:
acetylocholinoesteraza, lipaza, tyrozynaza i o-glukozydaza oraz zwigzkow
przeciwbakteryjnych i przeciwutleniaczy. Kazdy z wyzej wymienionych zwigzkow
pelni istotng role w organizmie czlowieka i wplywa na samopoczucie oraz stan
zdrowia. Na przyklad, zgodnie z hipoteza cholinergiczng, inhibitory
acetylocholinoesterazy sg potencjalnymi lekami w chorobie Alzheimera [5];
inhibitory enzymu o-glukozydazy sa potencjalnymi lekami w terapii cukrzycy
2 typu [8]; inhibitory lipazy moga by¢ skuteczne w leczeniu otytosci [7] za$
inhibitory tyrozynazy moga by¢ przydatne jako S$rodki wybielajace skore
w  kosmetykach oraz w leczeniu niektorych chorob skory zwigzanych
z przebarwieniami (poziomem melaniny) [6].

Cze$¢  eksperymentalna: Ekstrakt (0.1g/mL) z kwiatu C. ternatea zostat
przygotowany metodg maceracji w metanolu. Maceracja trwata 72 godziny, po tym
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czasie ekstrakt zostal odfiltrowany i przechowywany w fiolce z ciemnego szkla
w temperaturze -8°C. Probki o objetosci SpuL nanoszono na plytki z zelem
krzemionkowym 10cm x 20cm (silica gel Fps4, Merck, Niemcy) jako 8mm pasma, za
pomoca aplikatora Linomat 5 (CAMAG, Szwajcaria) z predkoscia 150nL/s. Ptytki
chromatograficzne zostaly rozwinigte za pomoca fazy ruchomej: octan etylu:
metanol: woda (77/13/10 v/v) na dystans 8cm w komorze kanapkowej DS
(Chromdes, Polska). Odparowanie fazy ruchomej nastgpowato poprzez
pozostawienie rozwinigtej plytki przez 30 min na powietrzu. Zdjgcia
chromatograméw w wysokiej rozdzielczo$ci przy dtugosci fali 254nm, 366nm oraz
przy $§wietle widzialnym zostaty zrobione za pomoca kamery do wizualizacji TLC
(CAMAG, Szwajcaria). Rozwinicte, suche i sfotografowane ptytki zostaty poddane
detekcji mikrochemicznej, biologicznej i biochemicznej (TLC-DB). Do oznaczenia
przeciwutleniaczy byl stosowany test DPPH, do oznaczenia substancji
przeciwbakteryjnych — test Bacillus subtilis, do oznaczenia inhibitoréw enzymow —
testy acetylcholinoesterazy (AChE), lipazy, tyrozynazy i a-glukozydazy.
Szczegdtowe informacje dotyczace przygotowania testow zamieszczono w Tabeli 1.

Tabela 1. Testy stosowane w TLC-DB.

Test Sktadniki Wykonanie
DPPH - 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (40mg) Ptytke spryskano roztworem DPPH
[4] - metanol (20mL) Detekcja: VIS po 30 min.
Roztwor substratu:
-octan-2-naftylu (25mg)
-etanol (100mL) Plytke spryskano roztworem
Roztwoér enzymu: substratu i enzymu , a nastgpnie
AChE -20U enzymu AChE poddano inkubacji przez 20min
5] -0.05M wodny roztwor TRISu, pH 7.8 w T=37°C w wilgotnej atmosferze.
(150mL) Po inkubacji ptytke spryskano
-albumina osocza wolowego (150mg) roztworem do wizualizacji.
Roztwoér do wizualizacji: Detekcja: VIS.
-Fast Blue B salt (40mg)
-woda (100mL)
Roztwor substratu:
-L-DOPA(0.1183 g) Ptytke spryskano roztworem
-0.02 M buforu fosforanowego pH=6.8 substratu i enzymu , a nastepnie
(49.5mL) poddano inkubacji przez 10min
'[I'girozynaza -Triton X (0.5 mL) W temperaturze pokojowej, w
Roztwér enzymu: wilgotnej atmosferze. Po inkubacji
-400U enzymu tyrozynazy plytka jest gotowa do wizualizacji.
-0.02 M buforu fosforanowego (pH=6.8) Detekcja: VIS.
(1mL)
Roztwor substratu:
-octan-1-naftylu (150mg)
-etanol (100mL) Plytke spryskano roztworem
Roztwoér enzymu: substratu i enzymu , a nastgpnie
Lipaza -500U enzymu lipazy poddano inkubacji przez 20min
7 -0,05M wodny roztwér TRISu, pH 7,4 w T=37°C w wilgotnej atmosferze.

(50mL)

-albumina osocza wolowego (50mg)
Roztwor do wizualizacji:

-Fast Blue B salt (50mg)

-woda (100mL)

Po inkubacji ptytke spryskano
roztworem do wizualizacji.
Detekcja: VIS.
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Roztwor substratu:

-2-naftylo a-glukopiranozyd (60mg) Elfslifaipr}{il;am;nrozz”g;gn nie
-etanol (50mL) Y 4 Zymu , &P

poddano inkubacji przez 10min

0 ymu: _ . ;
Roztwor enzymuy przy T=37°C w wilgotnej

o-Glukozydaza 7 enzymu a-glukozydazy

[8] _bufor octanowy, pH 7.8 (50mL) atmosferze. Po inkubacji plytke

Roztwér do WiZl’laliZaCii' spryskano roztworem do

: wizualizacji.

-Fast Blue B salt (100mg) Detekcia: VIS

-woda (100mL) etekcja: )

Zawiesina Bacillus subtilis: Pytke zanurzono w zawiesinie B.

' -8.0 x 10’ CFU/mL w bullionie Muller- subltilis, a nastepnie poddano

Bacillus Hinton inkubacji przez 17 godzin w
subtilis T=37°C w wilgotnej atmosferze.

9] Roztwér do wizualizacji: Po inkubacji plytke spryskano
-MTT (0.2%) e
Triton X roztworem do wizualizacji.
Detekcja: VIS

Whyniki: Biologiczna aktywno$¢ C.ternatea zostata zbadana za pomoca testow
biologicznych opisanych w Tabeli 1. Wyniki przedstawiono na tzw. bioautogramach
czyli chromatogramach TLC-DB (Rysunek 1). Zoélte plamki na fioletowym tle
$wiadcza o obecnosci zwiazkow o charakterze antyoksydacyjnym (test DPPH, Rys.
1G). Biale strefy inhibicji na ré6zowym tle wskazuja na obecno$¢ inhibitorow
enzymow. Zwiazki o dzialaniu przeciwbakteryjnym daja kremowe strefy
hamowania wzrostu bakterii na fioletowym tle. Antyoksydanty, inhibitory enzymow
oraz substancje przeciwbakteryjne widoczne na bioautogramach zaznaczono
elipsami. Na podstawie otrzymanych chromatograméw TLC-DB mozna stwierdzi¢,
ze metanolowy ekstrakt C.ternatea ma silne wlasciwosci przeciwutleniajace (Rys.
1G) i przeciwbakteryjne wobec Bacillus subtilis (Rys. 1H). C.ternatea zawiera
inhibitory AChE (Rys. 1C), a-glukozydazy (Rys.1E), tyrozynazy (Rys. 1D) oraz
lipazy (Rys.1F). Strefy hamowania enzymow widoczne sa w gornej czesci plytki dla
Rt ok. 0.8-0.9. Interesujacy jest test inhibicji tyrozynazy (Rys. 1D) — ciemna strefa
(zaznaczona kotkiem) przy Rf ok. 0.4 moze $wiadczy¢ o zawartosci zwigzkow,
ktore zwigkszaja dziatanie tyrozynazy.

)

A B c D E F G it
Rys. 1. Zestawienie testow TLC-DB dla C. ternatea. Kolejno: A) 254 nm; B) 366 nm; C) test AChE

(VIS); D) test tyrozynaza (VIS); E) test a-glukozydaza (VIS); F) test lipaza (V1S); G) test DPPH (VIS);
H), test B. subtilis (VIS).
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Whioski: Za pomocg metody TLC-DB okre$lono wstepnie wiasciwosci i potencjat
biologiczny C. ternatea. Kwiat C. ternatea jest bogatym zrodtem substancji
bioaktywnych, i moze by¢ stosowany pomocniczo w leczeniu chordb
cywilizacyjnych takich jak choroba Alzheimera, otylo$¢ i cukrzyca.
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WYKORZYSTANIE TECHNIK CHROMATOGRAFII
W ANALIZIE FLAWONOIDOW

S. STEFANEK! W. PIATEK' A. PASTUSZKA? J. KUTKOWSKA?
'Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Biologii i Biotechnologii,
Studenckie Koto Naukowe Mikrobiologéow ,,Bakcyl” , ul. Akademicka 19, 20-400
Lublin; 2Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, Instytut Nauk Biologicznych,
Katedra Mikrobiologii i Genetyki, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Flawonoidy to grupa metabolitbw wtornych wszechobecnych
w krolestwie roslin. Do klasy tej zalicza si¢ ponad 4000 zwiazkdéw rdznigcych sig
wlasciwo$ciami chemicznymi i biologicznymi. Ze wzgledu na ich réznorodne
funkcje biologiczne i zastosowania, niezbedne sa szybkie i precyzyjne metody
identyfikacji 1 analizy iloSciowej tych zwigzkéw chemicznych. W tym celu
wykorzystywane sg instrumentalne metody analityczne, w tym réznorodne techniki
chromatograficzne (HPLC, GC, HILIC).

Wprowadzenie: Flawonoidy naleza do klasy roslinnych metabolitow wtornych
o strukturze polifenolowej. Struktura chemiczna tych zwigzkow oparta jest na
uktadzie Cg-C3-Cq, co oznacza, ze szkielet weglowy buduja dwa pierscienie
benzenowe potaczone mostkiem trojweglowych (o charakterze piranu lub pironu)
[1]. Biosynteza zwigzkéw flawonoidowych jest zlozonym procesem [2].
W warunkach naturalnych, w roslinach flawonoidy wystepuja zwyczajowo w dwoch
formach — jako wolne czasteczki (aglikony) lub w kompleksie z resztami
cukrowymi (glikozydy) [1]. Do tej pory zidentyfikowano ponad 4000 flawonoidow,
a liczba ta stale rosnie ze wzgledu na wielka réznorodno$é strukturalng wynikajaca
z r6znych wzorow hydroksylacji, metoksylacji, glikozylacji i acylacji. [3] Naturalne
flawonoidy mozna podzieli¢ na podstawowe klasy: flawony, flawanole, flawanony,
izoflawony, katechiny, antocyjanidyny, aurony i chalkony (Rys.1) [4]. Aglikony
flawonoidowe posiadaja lekko kwasne pH. Te, ktore majg wiele niepodstawionych
grup hydroksylowych lub ugrupowan cukrowych, s3 substancjami polarnymi
i rozpuszczalnymi w polarnych rozpuszczalnikach organicznych. Obecno$¢ cukru
sprawia, ze flawonoidy ulegaja hydratacji, podczas gdy mniej polarne izoflawony,
flawanony i silnie metoksylowane flawony i flawonole sa lepiej rozpuszczalne
w eterze lub chloroformie. Flawonoidy odgrywaja wazna rol¢ w fizjologii roslin i sa
sktadnikami diety wielu roslinozercéw i zwierzat migsozernych, w tym ludzi [3].
Ponad to, zwiazki te spelniaja w przyrodzie szereg bardzo waznych funkcji, m.in.
chronig rosliny przed atakiem pasozytow, szkodliwym dziataniem promieniowanie
UV a takze stanowig najwazniejszg grup¢ pigmentdw roslinnych o barwie od
czerwonego do zoltego. Potwierdzono takze udziat izoflawonéw w nawigzywaniu
efektywnych oddziatywan symbiotycznych pomiedzy ros§linami motylkowatyki
a bakteriami z rodzaju Rhizobium niezbednych w procesie wigzania azotu
z atmosfery. Co wigcej, udowodniono korzystny wplyw flawonoidéw na organizm
cztowieka. Wykazuja one dzialanie antyoksydacyjne, chronigc przed rozwojem
choroby wiencowej serca. Przypisuje si¢ im funkcje przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe [2].
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Naveanan anlocyjanidyna chalkan

LT

Laniny

Rys.1. Przyktady budowy strukturalnej czasteczek zaliczanych do grupy zwiazkow flawonoidowych [4].

Najczesciej stosowang metodag rozdziatu zwiazkéw fenolowych w zwigzku z ich
polarng budowa, jest chromatografia cieczowa (HPLC). Dobér eluentow, czasu
analizy, gradientu, czy temperatury kolumny sa ustalane w oparciu preferencji
badajacego 1 zlozono$ci rozdzielanej mieszaniny flawonoidow [4]. W celu
rozdzielenia flawonoidow z zastosowaniem cienkowarstwowej chromatografii
cieczowe] najczesciej wykorzystywanym komponentem jest uktad faz normalnych
lub chromatografii podzialowej ciecz-ciecz z faza stacjonarng generowana
dynamicznie. Znacznie rzadziej uzywa sie¢ odwroconego ukladu faz. Fazg
stacjonarng w tym przypadku najczegsciej jest zel krzemionkowy, za§ faza ruchoma
to mieszaniny rozpuszczalnikow, takich jak heksan, octan etylu, chloroform, benzen
oraz eter etylowo-metylowy. W przypadku chromatografii odwroconego uktadu faz
stosuje sie nie co odmienne substancje. Rozdzielanie substancji na cienkich
warstwach fazy stacjonarnej wykonywane jest zazwyczaj wielokrotnie, poprzez
rozwijanie chromatogramu Kilkukrotnie [5]. Wspomniano juz, Ze najbardziej
pozadana metoda wykorzystywana do rozdziatu flawonoidow jest metoda HPLC.
Jednakze w ostatnich latach pojawita si¢ nowa generacja chromatografii,
a mianowicie ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa [6]. W przypadku tej
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metody stosowane sg kolumny wypelnione ztozem o $rednicy ponizej 2 um. Takie
analizy wykonuje si¢ wykorzystujac wysokie ci$nienie (400 — 1000 Ba)
i zwigkszony przeptyw fazy ruchomej. Zabieg ten znacznie podwyzsza czutos$¢
i rozdzielczo$¢, jednoczesnie skracajagc czas w porownaniu z tradycyjna metoda
HPLC. Istotne jest to, ze dzigki tej metodzie udalo si¢ rozrézni¢ 5 izomerow
malonylowych glikozydow chryzoeriolu w lisciach tubinu waskolistnego [4].

Warto wspomnie¢ takze o chromatografii gazowej (GC). Glowna zaleta GC polega
na wysokiej czulosci wykrywania prawie wszystkich lotnych zwigzkow
chemicznych lub zwigzkoéw nielotnych, ktére sa tatwo derywatyzowane. Obecna
technologia separacji wykorzystuje kolumny kapilarne z topionej krzemionki do GC
w celu uzyskania wysokiej rozdzielczosci. Jednak metody oparte na GC s3
pracochtonne, poniewaz derywatyzacja - w wigkszo$ci przypadkow ukierunkowana
na tworzenie pochodnych trimetylosililoeteru (TMS) - jest nieunikniona w celu
zwigkszenia lotnosci flawonoidéow i poprawy ich stabilnoSci termicznej. Nalezy
zauwazy¢, ze w przypadku flawonoidow z wigcej niz jednym podstawnikiem
hydroksylowym metylacja moze da¢ kilka pochodnych, co utrudnia iloSciowe
oznaczenie. Zwykle w GC flawonoidy sg hydrolizowane i przeksztalcane w ich
pochodne TMS, wstrzykiwane na niepolarng kolumn¢ w trybie dzielonym lub bez
rozszczepienia i rozdzielane liniowym programem temperaturowym 30-90 minut do
300 ° C. N, O-bis- (trimetylosililo) -trifluoroacetamid (BSTFA) i N- (tert-
butylodimetylosililo)  -N-metylotrifluoroacetamid (TBDMS) to najczesciej
stosowane $rodki derywatyzujace, a EI — MS w wybranym trybie monitorowania
jonow z do wykrywania czesto uzywana jest temperatura zrodta do 250 ° C. Do
detekcji zwykle stosuje si¢ jon molekularny [M + H] + oraz fragmenty utworzone
przez utrat¢ CH3 1lub CO oraz reakcje retro-Dielsa-Aldera (RDA). GC
w identyfikacji aglikonéw jako pochodnych sililowanych metodg selektywnej
detekcji masowej mozna uzna¢ za do$¢ akceptowalng w identyfikacji fenoli [7].
Dodatkowo, bardzo interesujacg metoda jest chromatografia cieczowa oddziatywan
hydrofilowych (HILIC). Moze ona stanowi¢ idealng alternatywe dla analizy
substancji polarnych lub zwiazkéw semipolarnych, oferujac komplementarna
selektywno§¢ w porownaniu z chromatografia cieczowa w ukladzie faz
odwréconych (RP LC). HILIC wykorzystuje fazg ruchoma skltadajaca si¢
z rozpuszczalnikow polarnych, zwykle acetonitrylu i wody, ze wigksza zawartoscia
rozpuszczalnika organicznego. W trybie HILIC separacja opiera si¢ na réznym
rozktadzie migdzy faza ruchoma bogata w acetonitryl, a warstwa wzbogacona
w wod¢ zaadsorbowang na polarnej fazie stacjonarnej. Jednak mechanizm retencji
jest trybem mieszanym i podzial miedzy te dwie fazy moze zachodzi¢ wraz
z adsorpcja, wymiang jonowg, tworzeniem wigzan wodorowych, dipol-dipol i inne
interakcje moga odgrywaé role w retencji, w zalezno$ci od konkretnych
zastosowanych warunkow. Zlozono$¢ tego mechanizmu moze objawiaé si¢
odmienng selektywnoscig réznych faz HILIC. Separacje HILIC moga dodatkowo
znaczaco zwigkszy¢ czuto§¢ w polaczeniu ze spektrometria mas z jonizacjg przez
elektrorozpylanie. Wraz z rosngca popularnoscig HILIC metoda ta byta w ostatnich
latach przedmiotem kilku recenzji [3].

171



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Whioski: Opracowanie nowych technik rozdzialu i identyfikacji flawonoidow
Z organizm6éw roslinnych sprzyja poznaniu ich wlasciwosci i mozliwosci
zastosowania w wielu gateziach przemyshu. Zwiazki te maja przede wszystkim
dziatanie = prozdrowotne - antyoksydacyjne, przeciwzapalne, a takze
przeciwnowotworowe. Opublikowane badania potwierdzity, ze niektore flawonoidy
hamowaty wzrost komorek raka jelita, a inne dzialaly przeciwwrzodowo [1].
Zwiazki te posiadaja zapewne o wiele szersza pule wlasciwosci, dlatego tak wazne
jest odpowiednie dobranie techniki i parametréw rozdziatu chromatograficznego, w
celu ich zbadania. Wraz ze wzrostem popularnosci stosowania lekéw ziotlowych
zawierajacych flawonoidy, wazna kwestig jest okres$lenie sktadu i standaryzacja,
poniewaz prawie niemozliwe jest porownanie jakiejkolwiek aktywnosci
biologicznej bez charakterystyki chemicznej ekstraktu roslinnego. Z tego powodu
wazne jest, aby naukowcy pracujacy w tej dziedzinie byli $wiadomi podczas doboru
odpowiedniej analizy i korzystali w tym celu z odpowiednich metod [3].
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WPLYW JON OW METALI CIEZKICH NA STRUKTURE
PODWOJNEJ WARSTWY ELEKTRYCZNEJ ZEOLITU NaX
| JEGO KOMPOZYTU Z WEGLEM NaX-C

M. MEDYKOWSKA!, M. WISNIEWSKA'! K. SZEWCZUK-KARPISZ?
R. PANEK?, 'Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Chemii,
Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Radiochemii i Chemii Srodowiskowej,
Pl. Marii Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin, 2Instytut Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie, Zaktad Fizykochemii
Materiatow Porowatych, ul. Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin, 3politechnika
Lubelska, Wydzial Budownictwa 1 Architektury, Katedra Geotechniki,
ul. Nadbystrzycka 40, 20-618 Lublin.

Abstrakt: Celem badan eksperymentalnych byto okreslenie wptywu adsorpcji
jonow metali ciezkich Pb(Il) i Zn(Il), a takze ich mieszaniny Pb(II)+Zn(Il) na
parametry elektrokinetyczne czastek zeolitu NaX i jego kompozytu NaX-C
rozproszonych w osrodku wodnym. Przeprowadzono pomiary zaréwno ggstosci
fadunku powierzchniowego, jak i potencjatu dzeta obu ciat statych w pojedynczych
oraz mieszanych uktadach obu adsorbatow. Umozliwito to okreslenie najbardziej
prawdopodobnej struktury podwdjnej warstwy elektrycznej tworzacej si¢ na granicy
faz w badanych suspensjach. Ma to niebagatelne znaczenie dla wyjasnienia
mechanizmu wigzania jonow metali cigzkich na powierzchni materiatow
zeolitowych, co ma duzy wptyw na proces ich usuwania z fazy wodne;j.

Wprowadzenie: Adsorpcja zachodzaca na granicy faz ciato stale-roztwoér jest
procesem powszechnie wykorzystywanym w réznych gateziach przemystu. Ten typ
adsorpcji wystepuje migdzy innymi podczas oczyszczania cieczy ze sktadnikow
niepozadanych i toksycznych. Mechanizm adsorpcji jest zalezny od wielu
czynnikow [1-3]. Parametry, ktore maja decydujace znaczenie dla jego przebiegu to:
wlasciwosci badanego adsorbentu, stg¢zenie adsorbatu, wiasciwosci roztworu (pH,
sita jonowa), obecno$¢ innych substancji oraz warto$¢ temperatury. W ukladzie
sktadajacym sie z ciala statego, adsorbatu i rozpuszczalnika moga wystepowac
roéznego rodzaju oddziatywania — takie jak oddziatywania elektrostatyczne,
tworzenie wigzan chemicznych oraz mostkow wodorowych, a takze oddzialywania
hydrofobowe oraz van der Waalsa. Zastosowania praktyczne procesu adsorpcji
wymagaja doktadnego poznania jego mechanizmu, w czym bardzo pomocne s3
pomiary elektrokinetyczne suspensji w obecnosci réznych adsorbatow. Dotycza one
gléwnie wyznaczenia gestosci tadunku powierzchniowego (o) oraz potencjatu
dzeta () czastek ciata stalego rozproszonych w osrodku ciektym w funkcji pH
roztworu. Z kolei uzyskane krzywe umozliwiaja okreslenie punktu tadunku
zerowego (pzc - ang. point of zero charge) i punktu izoelektrycznego (iep — ang.
isoelectric point) adsorbentu. Te wszystkie parametry charakteryzuja podwojna
warstwe elektryczng (pwe) tworzaca si¢ na granicy faz cialo — stale roztwor.
Dodatkowo potencjal dzeta jest parametrem, ktéry mozna wykorzysta¢ do
okreslenia sil oddzialywania (odpychania lub przyciggania) czastek ukladu
dyspersyjnego, ktére determinujg jego trwatos¢. Wielkos¢ ta definiuje si¢ jako
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potencjal elektrokinetyczny wystepujacy na granicy miedzy zwigzang —
unieruchomiona na powierzchni, a swobodnie poruszajaca si¢ warstewka cieczy.
Innymi stowy jest to potencjal wystepujacy w obszarze tzw. ptaszczyzny poslizgu,
ktora ulokowana jest migdzy cze¢scia jonéw zwigzanych nieruchomo w warstwie
adsorpcyjnej i cz¢scia swobodnych przeciwjondw obecnych w warstwie dyfuzyjne;j.
Potencjat dzeta jest bardzo dobrym wskaznikiem stabilnosci uktadu koloidalnego.
Wysoka warto$¢ bezwzgledna potencjatu elektrokinetycznego gwarantuje duza
trwato$¢ uktadu koloidalnego (skuteczne zapobieganie agregacji czastek). Natomiast
niewielkie warto$ci bezwzgledne potencjatu { skutkuja wystgpowaniem wyraznej
tendencji do destabilizacji uktadu, co jest istotne dla efektywnego wydzielenia
adsorbentu wraz z zaadsorbowanymi zanieczyszczeniami z fazy wodnej [4]. Majac
to na uwadze przeprowadzono badania ggstosci tadunku powierzchniowego
i potencjatu dzeta w wodnych suspensjach zawierajagcych dwa typy ciat statych:
zeolit syntetyczny NaX i jego nowatorski kompozyt z weglem NaX-C w obecnosci
wybranych jonow metali ciezkich Pb(Il) i Zn(Il). Pomiary te prowadzono
w pojedynczych i mieszanych uktadach obu adsorbatow. Oba adsorbenty powstaty
z wysokoweglowego popiotu lotnego, powstatego W wyniku konwencjonalnego
spalania wegla kamiennego i pochodzacego z Elektrocieptowni Janikowo. Zatem
metoda hydrotermalna syntezy tego typu materiatow zeolitowych przyczynia si¢ do
zagospodarowania ucigzliwego i toksycznego odpadu, jakim jest popidt lotny.

Cze$¢ eksperymentalna: Sktad pierwiastkowy materiatow zeolitowych okreslony
zostal przy pomocy potilosciowej energodyspersyjnej fluorescencji rentgenowskiej
na spektrometrze Epsilon 3 firmy Panalytical (Tabela 1). Aparat wyposazony byt
w lampe RTG Rh (9W, 50 kV, 1 mA), 4096-kanatowy analizator widma oraz
wysokorozdzielczy potprzewodnikowy detektor SDD chlodzony ogniwem Peltier'a.
Otrzymane wyniki uwzgledniaty LOI (ang. loss-on-ignition) — oznaczanie strat
prazenia, majace na celu okre$lenie zawartosci niespalonego wegla. Z kolei rozmiar
czgstek cial statych wyznaczono w oparciu o zjawisko dyfrakcji laserowej na
aparacie Mastersizer 3000 firmy Malvern (Rys. 1). Badanie przeprowadzono
w $rodowisku wodnym z wykorzystaniem przystawki HYDRO EV. Pomiar
parametréw teksturalnych (ASAP, Micromeritics Instrument Corporation) wskazal,
ze powierzchnie wilasciwe zeolitu NaX oraz kompozytu NaX-C wynosza
odpowiednio 728 i 272m?/g, natomiast $rednie rozmiary porow - 1,7 i 2,6 nm.

Udzial objetosciowy NaX Udzial objetosciowy NaX-C
435024 052 167

0012 -0012
6,58 ; Sasp ‘ 220
1631 : : 20-50 2050

50-100 50-100
100250 ‘ ; \ 22,59 +100-250

= 250-500 . 24,06 . . - 250-500

= 500-1000 & * 500-1000

= 1000-2000 = 1000-2000

@ (b)

Rys.1. Udziat objetosciowy czastek o okreslonej $rednicy w suspensji wodnej uzyskany dla (a) zeolitu
NaX oraz (b) kompozytu NaX-C.
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Tabela 1. Sktad chemiczny zeolitu Na-X i kompozytu NaX-C.

Cialo Zwiazek

stale Na,0 | Mgo | ALO; | sio, | P,Os | SO; | K0 | cao | Tio, | Fe,0, | LOI c

Na-X 7,32 169 | 2341 | 4112 | 0,02 0 0,71 | 7,48 | 0,05 1,31 16,88 0

NaX-C 353 | 121 | 1437 | 2819 | 005 | 048 | 1,34 | 221 | 105 | 933 | 3823 | 3146

Ggesto$¢ tadunku powierzchniowego (og) ciat statych przy braku i w obecnosci
jonow metali cigzkich o stezeniach 10 ppm (Pb(Il) oraz Zn(ll), a takze ich
mieszaniny) okreslono metoda miareczkowania potencjometrycznego. W technice
tej jest ona wyznaczana w oparciu o réznice w objetosci zasady, jaka nalezy dodad
do suspensji (przy braku lub w obecnosci adsorbatow) oraz do roztworu elektrolitu
podstawowego w celu osiagniecia okreslonej warto$ci pH. Parametr ten wyliczano

korzystajac ze wzoru [5]:
_AV-¢, - F

oy =

" "m-s, (1)
gdzie: AV- réznica w objetosci zasady, jaka nalezy dodaé, aby uzyska¢ okre$lone pH suspensji
i elektrolitu podstawowego, ¢ — stezenie zasady, F. — stata Faraday’a, m — masa ciala statego w suspensji,
Sw — powierzchnia wiasciwa ciala statego.

Wyznaczanie tfadunku powierzchniowego rozpoczeto od miareczkowania roztworu
elektrolitu podstawowego (NaCl o stezeniu 0,001 mol/dm®), uzyskujac w ten sposob
krzywa wzorcows. Miareczkowanie prowadzono z wykorzystaniem roztworu NaOH
o stezeniu 0,1 mol/dm® w zakresie pH 3-10, stosujac nawazke ciata stalego
wynoszaca 0,03 g dla NaX oraz 0,07 g dla NaX-C (na 50 cm3roztworu). Potencjat
dzeta ciat stalych wyznaczono metoda mikroelektroforezy (Zetasizer Nano ZS,
Malvern Instruments). W oparciu o zmierzong ruchliwo$¢ elektroforetyczng (Ug)
wyliczono potencjat dzeta czgstek przy wykorzystaniu rownania Henry’ego [6]:

_ 2&0€¢

31 )
gdzie: n — lepkos¢ fazy cieklej, € — przenikalno$¢ elektryczna, 1/kx — grubo$¢ podwdjnej warstwy
elektrycznej, a — promien czastki ciata statego.

UE

fka)

Przygotowywano 200 cm® odpowiedniej suspensji dodajac 0,01g ciata statego do
roztworu elektrolitu podstawowego. Pomiary prowadzono w zakresie pH 3-10 przy
stezeniu jonéw metali ciezkich wynoszacym 10 ppm. W badanych uktadach nie
obserwowano wytracania wodorotlenkow metali. Pojedynczy wynik stanowit
$rednig 5 pomiardw, blad pomiarowy nie przekraczat 5%.

Whyniki: Przebieg krzywych miareczkowania potencjometrycznego wskazal, ze
punkty pH,. zeolitu NaX i kompozytu NaX-C przypadaja odpowiednio przy
wartosciach pH 9 i 8,5. Zatem wykazuja one zasadowy charakter, co jest
spowodowane obecno$cig w ich warstewce powierzchniowej dodatnio
natadowanych kationow (zaréwno jedno- jak i dwuwartosciowych), ktore posiadaja
znakomite wlasciwosci jonowymienne. Dodatek kationow metali cigzkich
powodowatl obnizenie ggstosci tadunku powierzchniowego materiatdéw zeolitowych
w catym badanym zakresie pH, a najwigkszy efekt byl obserwowany w przypadku
mieszanych ukladow adsorbatow. Jest to zachowanie typowo obserwowane
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w obecnosci prostych kationdw nieorganicznych, a mechanizm ich wigzania oparty
jest na tworzeniu dodatkowej liczby ujemnie naladowanych  grup
powierzchniowych, co skutkuje obnizeniem wartosci oy,.

@®NaX A NaX+Ph(ll) & NaX+Zn(ll) ® NaX+Pb(ll}+Zn(ll)

§Imv]

-50
pH

Rys. 2. Potencjat dzeta czastek NaX w obecnosci jonéw Pb(II), Zn(Il) oraz Pb(II)+Zn(1l).

Na Rys. 2 zaprezentowano zmiany potencjatu dzeta czastek NaX w obecnos$ci jonow
Pb(Il), Zn(ll) oraz Pb(Il)+Zn(ll). Dla kompozytu NaX-C uzyskano podobne
zaleznosci, niemniej jednak rdéznice miedzy suspensjami zawierajacymi
poszczegdlne adsorbaty oddzielnie i razem, nie byly tak wyrazne. Punkt pHigp
zeolitu NaX przypada przy wartosci pH ok. 4,3 i rézni si¢ znaczaco od wartosci
PHpc. Wynika to z mikroporowatej struktury tego adsorbentu, ktora jest powodem
przenikania sie¢ pwe utworzonych na przeciwlegtych $ciankach porow, co skutkuje
zmiang skladu jonowego warstwy dyfuzyjnej. Ponadto w przypadku uktadow
zawierajacych jony Zn(II) oraz Pb(II)+Zn(Il) obserwowany jest spadek potencjatu
dzeta w zakresie pH 3-7, a nastepnie w miar¢ wzrostu pH ma miejsce jego wyrazne
podwyzszenie. Moze mie¢ to zwigzek z tzw. efektem przeladowania (odwrocenia
tadunku) podwojnej warstwy elektrycznej, co jest wynikiem wystepowania wigkszej
ilosci przeciwjondw w obszarze plaszczyzny poslizgu niz jondéw na powierzchni.

Whioski: Adsorpcja jonow metali cigzkich: Pb(IT) i Zn(I) z roztworéw zar6wno
pojedynczych jak i mieszanych adsorbatéw wptywa zauwazalnie na strukture
podwdjnej warstwy elektrycznej utworzonej na granicy faz ciato state-ciecz. Dla obu
materiatldéw zeolitowych (NaX i NaX-C) zaobserwowano obnizenie gestosci fadunku
powierzchniowego i potencjalu dzeta w obecno$ci adsorbatow w stosunku do
suspensji pod ich nieobecno$¢. Dodatkowo odnotowano przesunigcie punktow pH
i pHie; W strong nizszych wartosci pH. Swiadczy to o tym, ze wigzanie prostych
jonéw nieorganicznych w warstewce powierzchniowej odbywa si¢ na drodze
oddzialywan chemicznych, a takze jonowymiennych, co skutkuje zmianami sktadu
jonowego zardéwno warstwy powierzchniowej jak i plaszczyzny poslizgu.

Prace zostaly zrealizowane w ramach projektu Lider finansowanego przez
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, nr umowy LIDER/19/0072/L-9/NCBR/2018.
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WELASCIWOSCI FIZYCZNE ORAZ STABILNOSC
HYBRYDOWYCH SORBENT()W DO USUWANIA
JONOW CEZU

J. BOK-BADURA, A. JAKOBIK-KOLON, Politechnika Slaska, Wydziat
Chemiczny, Katedra Chemii Nieorganicznej, Analitycznej i Elektrochemii,
ul. Bolestawa Krzywoustego 6, 44-100 Gliwice.

Abstrakt: Zbadano wiasciwosci fizyczne hybrydowych sorbentow do usuwania
jonéow cezu, ktore mogg mie¢ wptyw na ich uzytkowanie. Wyznaczono stopien
pecznienia sorbentow w wodzie dejonizowanej oraz roztworach cezu o ré6znym
stezeniu, a takze stopien pecznienia sorbentdw w roztworze jondw cezu po
dhuzszym czasie kontaktu. Zbadano objeto$ciowy stopien pecznienia oraz gesto$é
nasypowg suchego i mokrego sorbentu w wodzie dejonizowanej i roztworze jondw
cezu.

Wprowadzenie: W 2019 roku w rejestrze Panstwowej Agencji Atomistyki
znajdowaty si¢ 2634 zamkniete zrodta promieniotworcze (bgdace w eksploatacii)
zawierajace izotop cezu 137. Zrodta te sklasyfikowane sa w trzech kategoriach
w zaleznosci od ich przeznaczenia czy aktywnosci radiacyjnej [1]. Praca
Z materiatami  promieniotworczymi, ich zabezpieczanie oraz postgpowanie
z odpadami promieniotworczymi sg $ci$le regulowane przez miedzynarodowe
rozporzadzenia i poddawane okresowej kontroli. Cez-137 ze wzgledu na dhugi
okres potowicznego rozpadu (30 lat) i wysoka rozpuszczalno$¢ stanowi powazne
zagrozenie dla srodowiska i ludzi [2]. Radioaktywny cez moze zosta¢ uwolniony do
srodowiska na przyktad w wyniku awarii elektrowni jadrowej. Jest on rowniez
sktadnikiem ptynnych odpadow radioaktywnych. Radioaktywny cez moze rowniez
pochodzi¢ z produkcji i testowania broni jadrowej lub produkcji i stosowania
radioizotopéw w medycynie i przemysle [2,3]. W zalezno$ci od rodzaju powstatych
odpadoéw (state, gazowe, cickle) dobiera si¢ odpowiednie metody ich
unieszkodliwiania badZ zabezpieczania. Jednakze ze wzglgdu na to, ze aktywnos$é
nuklidow promieniotworczych moze by¢ zmniejszona jedynie poprzez ich rozpad,
glownym celem przetwarzania i sktadowania wszystkich rodzajow odpadow
promieniotworczych jest ich wlasciwa segregacja, redukcja ich objetosci, zestalanie
i przechowywanie w taki sposob, aby byly bezpieczne dla ludzi i srodowiska [4,5].
Jedna z technik umozliwiajacych redukcje¢ objgtosci badz zestalenie, a wlasciwie
unieruchomienie substancji na statym no$niku jest adsorpcja. Celem naszych badan
bylo wytworzenie oraz zbadanie mozliwosci zastosowanie hybrydowych sorbentéw
do usuwania jonéw cezu. Proponowane sorbenty jako substancj¢ aktywnag zawieraja
bigkit pruski, ktdry znany jest z wysokiego powinowactwa do jondw cezu oraz jako
matryce pektyne, ktora pozwala na nadanie sorbentom whasciwosci uzytkowych [6].
W niniejszej pracy przedstawiono wlasciwosci fizyczne sorbentow takie jak stopien
pecznienia, objgtosciowy stopien pegcznienia czy gesto$¢ nasypowa, ktore maja
wplyw na ich wlasciwos$ci uzytkowe oraz stabilnosé.
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Cze$¢ eksperymentalna: Badaniom poddano hybrydowe sorbenty nieorganiczno-
biopolimerowe zawierajace 10% (S1), 30% (S2) i 50% (S3) biekitu pruskiego,
otrzymane wedlug opisanej wczesniej procedury [6]. Stopien pgcznienia, czyli
krotno$¢ zwigkszenia masy lub objetosci suchego sorbentu przez kontakt
z okreslonym roztworem zbadano w wodzie oraz roztworach jondw cezu o stezeniu:
100, 120, 200, 300, 400 i 500 mg/l i pH = 6. 20 mg suchych sorbentéw
wprowadzono do 10 ml roztworu cezu o odpowiednim stezeniu badz do 20 ml wody
demineralizowanej. Po ustaleniu rownowagi (24 h, 22°C) sorbenty odsgczono,
osuszono za pomocg bibuly filtracyjnej i zwazono. Stopien pecznienia (Si,)
obliczono ze wzoru:

gdzie: m,- masa suchego sorbentu [g], My - masa speczniatego sorbentu [g].

Dla kazdego sorbentu wykonano 3 pomiary. Dodatkowo wyznaczono pgcznienie
sorbentu sktadajacego si¢ z samej pektyny (P). Sprawdzono takze stabilno$é
sorbentdow w roztworach o réznym stgzeniu jondw cezu poprzez wyznaczenie ich
stopnia pecznienia po 4 dniach kontaktu z badanymi roztworami. Wyznaczono
takze objetosciowy stopien pecznienia sorbentdéw w wodzie demineralizowanej oraz
w roztworze jondéw cezu (120 mg/l, pH = 6, 22°C). Objetos¢ zajmowang przez suchy
sorbent (V;) wyznaczono poprzez wprowadzenie 0,5 g suchego sorbentu do cylindra
miarowego i odczytanie zajmowanej przez niego objeto$ci. Nastepnie sorbent
wprowadzono do 50 cm® wody dejonizowanej lub do 50 cm? roztworu jondw cezu.
Sorbenty pozostawiono do ustalenia réwnowagi. Po 24 godzinach sorbenty
odsaczono 1 osuszono bibulg filtracyjng. Speczniate sorbenty wprowadzono
ponownie do cylindra miarowego i odczytano objetos¢ zajmowang przez sorbent
speczniaty (V). Dla kazdego sorbentu wykonano 3 pomiary. ObjetoSciowy stopien
pecznienia (S,) sorbentdw wyznaczono ze wzoru:

Vm_v;'

S, =
Y Vs

gdzie: Vs — objeto$¢ zajmowana przez suchy sorbent [cm®]; Vi, — objeto$é zajmowana przez sorbent po
specznieniu [cm?].

Na podstawie powyzszych wynikdw wyznaczono takze ggstosci nasypowe suchych

sorbentow (dns) i sorbentow speczniatych w wodzie dejonizowanej (dnmeaq))
i roztworze jonow cezu (dnm(cs)):

dps = 7;—: [g/em’]

o = T2 [gfem’]

gdzie: ms — masa suchego sorbentu [g], mm — masa spgczniatego sorbentu, Vs — obje¢tos¢ zajmowana przez
suchy sorbent [cm?]; V;, — objetosé zajmowana przez sorbent po specznieniu [em®].
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Whyniki: Na rysunku 1 przedstawiono stopnie pg¢cznienia hybrydowych sorbentéw
S1, S2, S3 oraz sorbentu pektynowego (P) w wodzie demineralizowanej oraz
roztworach jonow cezu o réznym stezeniu. Wszystkie sorbenty wykazuja
najmniejszy stopien pgcznienia w wodzie dejonizowanej. Najwieksze pgcznienie
w wodzie wykazuje sorbent S1 (8.4 + 0.1). Generalnie stopien pe¢cznienia
wszystkich sorbentow wzrasta wraz ze wzrostem stgzenia jondw cezu w roztworze,
przy czym od stezenia 300 mg/l wzrost jest coraz wigkszy. Najwigksze pgcznienie
wszystkie sorbenty wykazuja w roztworze o stezeniu 500 mg/l (S1 — 24,2 +£ 0,2, S2
—-20,8+0,1,S3-14,4+1,3,P—-24,2+£0,5). Najwicksze pecznienie we wszystkich
rozworach wykazuje sorbent z najnizszym dodatkiem biekitu pruskiego (S1),
a najmniejsze sorbent z najwyzszym dodatkiem biekitu pruskiego (S3).

30 ¢

Pgcznienie
— [*) [ =]
L [a=] Ln

—
]
T

(=T ]

H0 100 120 200 300 400 500
Stezenie jonow cezu [mg/1]
mS1 OS2I OS3 @p

Rys. 1. Stopief pecznienia hybrydowych sorbentow S1, S2, S3 oraz sorbentu pektynowego P w wodzie
demineralizowanej oraz roztworach jondw cezu o ré6znym stezeniu.
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Rys. 2. Stopien pecznienia hybrydowych sorbentow: a) S1, b) S2, ¢) S3 oraz d) sorbentu
pektynowego P w roztworach jonow cezu o réznym stgzeniu po 1 dniu i 4 dniach.

Dodatkowo zbadano stabilno$¢ sorbentéw poprzez zbadanie ich stopnia pgcznienia
po 4 dniach kontaktu z roztworami jonéw cezu. Wyniki przedstawiono na rysunku
2. W wigkszosci przypadkéw obserwuje si¢ wzrost stopnia pecznienia po 4 dniach
kontaktu sorbentu z roztworami (wzrost srednio o okoto 20%).

Na rysunku 3 przedstawiono objetosciowy stopien pecznienia (S,) badanych
sorbentéw w wodzie i roztworze jonéw cezu o stezeniu 120 mg/l i pH = 6. Podobnie
jak w przypadku masowego wspodtczynnika pegcznienia, objgtosciowe stopnie
pecznienia hybrydowych sorbentdow roznig si¢ w zaleznosci od ilosci dodatku
bigkitu pruskiego. W przypadku kazdego sorbentu objg¢tosciowy stopien pgcznienia
jest wyzszy w roztworze jondow cezu (najwyzszy 3,9 dla sorbentu S3). Gestosci
nasypowe hybrydowych sorbentéw (Rys. 4) sa stosunkowo niskie ze wzgledu na
okragly i rowny ksztatt ziaren sorbentu. Gestos$ci nasypowe spegczniatych sorbentow
sa okoto 3 razy wigksze niz sorbentow suchych.
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Rys. 3. Obje¢tosciowy stopien pecznienia (Sy) Rys. 4. Ggstosci nasypowe suchych i speczniatych
hybrydowych sorbentow w wodzie oraz w roztworze sorbentow w wodzie i roztworze jonoéw Cs.
jonow Cs.

Whioski: Wykazano, ze na pecznienie sorbentu wptyw ma stezenie jondw cezu oraz
czas kontaktu sorbentu z badanym roztworem. Badania wykazaly takze rdznice
W objetosciowych stopniach pecznienia oraz ggstosciach nasypowych sorbentow
W wodzie demineralizowanej oraz w roztworze zawierajacym jony cezu.
We wczesniejszych badaniach przedstawiono takze wplyw pH na pegcznienie
sorbentow [6]. Badane parametry maja wptyw na stabilno$¢ pracy sorbentéw, co ma
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znaczenie w przypadku projektowania np. badan w uktadzie dynamicznym. Zmiany
objetosci sorbentéw w kolumnie pod wptywem naptywajacego roztworu badz na
skutek czasu trwania eksperymentu moga wplywaé na otrzymane wyniki.
Przeprowadzone badania pozwalaja na dobranie najlepszych warunkow
prowadzenia kolejnych eksperymentow.

Praca byla finansowana przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) w ramach grantu
PRELUDIUM nr 2017/27/N/ST8/02854.
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SYNTEZA POLIMEROWYCH MIKROSFER Z DODATKIEM
METAKRYLOWEJ POCHODNEJ TIONAFTALENU

J. BEDNARCZYK!, K. FILA?, B. PODKOSCIELNA'! 'UMCS, Wydzial
Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Polimerow, ul. Gliniana 33,
20-614 Lublin; “Uniwersytet Medyczny, Katedra Chemii, Zaktad Chemii
Analitycznej, ul. ChodZzki 4a, 20-093 Lublin.

Abstrakt: W pracy przedstawiono synteze polimerowych mikrosfer siarkowych na
bazie diwinylobenzenu (DVB) z dodatkiem aromatycznego tiometakrylanu-
2-metyloprop-2-enotionianu  S-naftalen-2-ylu (2-NAF-S-Met). Zaprezentowano
wybrane wilasciwosci fizykochemiczne siarkowych mikrosfer, m.in. analiz¢ pasm
obecnych na widmach w podczerwieni (ATR FT-IR) i badania pe¢cznienia
w roznych rozpuszczalnikach organicznych oraz w wodzie destylowanej. Nastgpnie
wykonano badania termiczne nowych materialow metoda Réznicowej Kalorymetrii
Skaningowej (DSC) oraz zdjecia mikrosfer za pomoca mikroskopu optycznego.

Wprowadzenie: Funkcjonalne polimery zawierajagce heteroatom w  swojej
strukturze (w szczegblno$ci azot, siark¢ lub tlen) posiadaja szeroki zakres
zastosowan, od takich obszaréw jak przechowywanie 1 separacja gazow,
chromatografia, medycyna, po Kataliz¢ i magazynowanie energii [1]. Ws$rod nich
szczegblng rolg odgrywaja polimery zawierajace siarke. Stanowig one bardzo
zroznicowang pod  wzgledem budowy chemicznej grupe zwiazkow
wielkoczasteczkowych, o roznorodnych 1 interesujacych  wlasciwosciach
pozwalajacych na ich zastosowanie, zaré6wno w skali laboratoryjnej, jak
i w przemysle. Obecno$¢ siarki w strukturze polimeru zwigksza bowiem szeroka
game wlasciwosci materialowych, wéréd ktorych mozemy wyr6zni¢ dobre
wlasciwo$ci mechaniczne, elektryczne 1 optyczne, adhezje, termoodpornosé
i biokompatybilno$¢ etc. [2, 3]. W ostatnich latach coraz wiekszg uwage poswieca
si¢ syntezie i badaniu wilasciwosci polimerow zawierajacych w swojej strukturze
ugrupowania tio(met)akrylanowe. Grupa tych polimerow jest interesujgca ze
wzgledu na mozliwos$¢ transformacji obecnej w tancuchu grupy tioestrowej w inne
grupy funkcyjne poprzez reakcje wymiany tiol-tioester [4, 5]. Zastosowanie
powyzszej reakcji dla aromatycznych tiometakrylandéw jest szczegdlnie istotne jako
technika modyfikacji surowcow termoutwardzalnych i tworzyw termoplastycznych
ze wzgledu na to, ze posiadaja one zmniejszong stabilno$¢ wigzania tioestrowego,
a tym samym wyzsza zdolno$¢ do reakcji przenoszenia tioestru [6]. Jako odwracalna
reakcja, ktora tworzy i rozrywa wigzania kowalencyjne, wymiana tiol-tioester moze
by¢ potencjalnie uzyteczna w  projektowaniu  nowych, funkcjonalnych
biomateriatéw. Innym waznym zastosowaniem monomerdw zawierajacych siarke
jest wprowadzenie ich bezpo$rednio do matrycy polimerowej w celu uzyskania
skutecznych wymieniaczy jonowych, ktore w dalszym etapie mogg by¢
wykorzystane do usuwania kluczowych jonéw metali ciezkich, np. Hg(l1) czy Pb(Il)
z zanieczyszczonej wody [7, 8].

Cze$¢ eksperymentalna: Synteze polimerow na bazie DVB i 2-NAF-S-Met
wykonano metoda polimeryzacji suspensyjnej. Kopolimeryzacj¢ mieszaniny
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reakcyjnej przeprowadzono w $rodowisku wodnym z dodatkiem stabilizatora
zawiesiny — alkoholu poliwinylowego (APV). Proces ten przeprowadzono przy
réznych stosunkach molowych monomeréw — DVB:2-NAF-S-Met, (1:11i1:2). Dla
porownania przygotowano rowniez homopolimer DVB. Jako inicjator polimeryzacji
uzyto 2,2’-azobis(izobutyronitryl) (AIBN) w ilosci 1% w/w oraz zastosowano toluen
i dekan-1-ol jako rozpuszczalniki porotworcze. Proces polimeryzacji prowadzono
przez 8 h w temperaturze 85°C. Na rysunku 1 przedstawiono struktury chemiczne
monomeroéw stosowanych do syntezy mikrosfer polimerowych.

/CHZ
CH,
S\ /(,:,\
€77 CH,
Il
O
=
H,C 2-NAF-S-Met
DVB

Rys.1. Monomery uzyte w polimeryzacji emulsyjno-suspensyjnej.

Whyniki: Wyniki analizy spektroskopowej ATR FT-IR otrzymanych mikrosfer
polimerowych zaprezentowano na rysunku 2.

DVB:2-NAF-S-Met (1:2)
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Rys.2. Widma ATR FT-IR otrzymanych mikrosfer.

Przedstawione widma w podczerwieni wskazuja na obecno$¢ charakterystycznych
pasm pochodzacych od drgania rozciggajacego pierScienia aromatycznego
wystepujace w zakresie 3018-3050 cm™, drgania asymetrycznego (2923-2971 cm™)
i symetrycznego (2849-2854 cm™) grupy —CH,, a takze drgania deformacyjnego
grupy fenylowej przy 704-743 cm™. Dodatkowo, oprocz wymienionych powyzej
pasm absorpcji wystgpujacych w zsyntetyzowanych mikrosferach, na widmach IR
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z dodatkiem 2-NAF-S-Met mozna dostrzec drgania rozciagajace grupy tioestrowej
(S-C=0) w zakresie 1697-1744 cm™, drgania ugrupowan —COS przy 811-813 cm™,
a takze drgania rozciagajace grupy —C-S w zakresie 639-655 cm™. Na rysunku 3
przedstawiono zdjgcia wykonane przy uzyciu mikroskopu optycznego.
Zsyntetyzowane mikrosfery posiadajg kulisty ksztalt i ich wielko$¢ jest zalezna od
ilosci pochodnej tiometakrylanowej. W poréwnaniu do czystego polimeru DVB,
dwukrotny dodatek 2-NAF-S-Met spowodowatl zwigkszenie $rednicy mikrosfer
polimerowych o ponad 80 pm.

Rys.3. Zdjecia mikrosfer wykonane przy uzyciu mikroskopu optycznego Malvern: a — DVB, b — DVB:
2-NAF-S-Met (1:1), c — DVB:2-NAF-S-Met (1:2).

Analiza termiczna polimerowych mikrosfer metoda Roznicowej Kalorymetrii
Skaningowej (DSC) pozwolita na wyznaczenie takich parametrow jak, m.in.
poczatkowa (Tp) i maksymalna temperatura rozktadu (T mas). Rysunek 4 przedstawia
krzywe DSC dla otrzymanych mikrosfer. Dodatek tioestru 2-NAF-S-Met
spowodowal obnizenie stabilnos$ci termicznej polimerowych mikrosfer.
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Rys.4. Kizywe DSC dla polimerow: DVB, DVB:2-NAF-S-Met (L:1) i DVB:2-NAF-S-Met (1:2).

Przeprowadzono réwniez pomiary wspotczynnikow pecznienia dla otrzymanych
mikrosfer z dodatkiem 2-NAF-S-Met, a wyniki tej analizy przedstawiono w tabeli
1. Materialy te najlepiej pecznieja w dichlorometanie (25-75%), natomiast nie
zaobserwowano ich pecznienia w wodzie destylowane;j.

Tabela 1. Pomiary pecznienia uzyskanych mikrosfer na bazie DVB.

Wspoélczynnik pecznienia, B w wybranych rozpuszczalnikach, %
Polimer
Tetrahydrofuran . Woda
(THF) Dichlorometan Aceton destylowana
DVB 33 40 50 0
DVB:2-NAF-S-
Met (1:1) 25 25 17 0
DVB:2-NAF-S-
Met (1:2) 50 75 17 0

Whioski: W wyniku polimeryzacji suspensyjnej otrzymano mikrosfery na bazie
diwinylobenzenu i metakrylowej pochodnej 2-naftalenotiolu o $rednicy w zakresie
65-149 pm. Szczegolowa analiza spektroskopowa metoda ATR FT-IR potwierdzita
prawidlowy przebieg reakcji kopolimeryzacji. Na widmach zauwazono migdzy
innymi pojawienie si¢ charakterystycznego pasma od grupy tioestrowej (1697-1744
cm™), drgania rozciagajacego grupy C-S (639-655 cm™), a takze stwierdzono
zwigkszenie intensywnosci pasma pochodzacego od piersScienia aromatycznego
(3018-3050 cm™). Badania termiczne wskazuja, iz mikrosfery DVB z dodatkiem
2-NAF-S-Met wykazujg dobrg stabilno$¢ termiczng. Maksymalny rozkiad
polimeréw nastepuje w zakresie temperatur 300—460°C.
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_ SYNTEZA I BADANIA KOMPOZYTOW
O WLASCIWOSCIACH PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH

K. MLYNARCZYK, B. PODKOSCIELNA, UMCS, Instytut Nauk Chemicznych,
Katedra Chemii Polimeréw, ul. Gliniana 33, 20-614 Lublin.

Abstrakt: Przedmiotem niniejszej pracy jest synteza kompozytéw o potencjalnych
wlasciwos$ciach przeciwdrobnoustrojowych, a takze badanie ich wtasciwosci fizyko-
chemicznych. W celu przygotowania kompozytdw zastosowano polimeryzacj¢
rodnikowg z wykorzystaniem inicjatora UV. Gldéwnym monomerem byl diakrylan
bisfelonu A (BPA.DA), a jako rozcienczalnikow aktywnych uzyto akrylanu
2-etyloheksylu (AEH), metakrylanu metylu (MMA) i akrylanu butylu (BA). Tlenek
cynku (ZnO) stanowit przeciwdrobnoustrojowy wypetniacz. Ocenie poddano
wplyw rozpuszczalnikow na proces starzenia kompozytow. Zmiany w strukturze
analizowano za pomoca widm ATR/FT-IR.

Whprowadzenie: Tlenek cynku znajduje szerokie zastosowanie nie tylko
w przemysle, jako dodatek do farb, czy tez stabilizator tworzyw sztucznych. Posiada
udowodnione dzialanie antybakteryjne, wspomaga gojenie ran, dzigki czemu jest
stosowany zarowno w kosmetologii, jak i medycynie [1]. Tlenek cynku stosowany
jako wypelniacz w kompozytach uzywanych jako tymczasowe wypetnienia
w stomatologii wykazuje silne wiasciwosci przeciwbakteryjne m. in. wobec
szczepow Streptococcus mutans i Lactobacillus [2]. ZnO stosowany jest rowniez do
tworzenia nanostruktur wykorzystywanych do transportowania substancji czynnych
lekow w organizmie. Lek umieszczany jest w nanokulkach, liposomach, a takze
nanorurkach 1 wprowadzany do organizmu. Dzigki zastosowaniu takiego
rozwigzania, lek moze uwalniac si¢ stopniowo w catym organizmie. Tlenek cynku
ma dziatanie wysuszajace, dlatego stosowany jest jako dodatek do lekow
przyspieszajacych gojenie si¢ ran. Bardzo dobrze pochfania promieniowanie UV,
dlatego tez jest sktadnikiem kreméw do opalania. Ze wzgledu na nietoksyczno$¢ jest
stosowany do wytwarzania substancji wykorzystywanych do oznaczania komorek
biologicznych. Kompozyty polimerowe sktadaja si¢ przynajmniej z dwoch
sktadnikow, ktore roznia si¢ sktadem i rodzajem chemicznym. Oddzialuja ze soba,
jednak nie rozpuszczaja si¢ w sobie. Otrzymany materiat jest spojny i jednolity,
jednakze mozna zauwazy¢ widoczng granic¢ miedzy skladnikami wyj$ciowymi.
Z roku na rok zyskuja coraz wigksze znaczenie. Charakteryzuja si¢ tatwoscia,
wszechstronno$ciag wykorzystania, duza wytrzymato$cia mechaniczng, matym
cigzarem witasciwym, a takze przenikalnoscig dla promieniowania rentgenowskiego.
W dalszym ciggu trwaja zaawansowane badania nad poszukiwaniem nowych
mozliwosci syntezy i specjalnych zastosowan materialow kompozytowych, ktore
mogg posiadaé¢ m.in. wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe [4].

Czes¢ eksperymentalna: Przeprowadzono polimeryzacje w masie monomeru
sieciujgcego  BPA.DA, oraz rozcienczalnikow aktywnych z ZnO w roli
nieorganicznego wypetniacza (Rys. 1). Jako fotoinicjator zastosowano Irgacure 651.
W kompozytach uzyto zmiennych ilosci ZnO: 1%, 2% i 5% wagowych. Wykonano
takze probke niezawierajacg tlenku cynku. Zachowano staty stosunek wagowy
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BPA.DA do rozciefczalnika aktywnego (70:30 wt. %). Polimeryzacj¢ wykonano
w specjalnych formach szklanych o wymiarach 10 x 12 cm. W celu potwierdzenia
budowy kompozytéw wykonano analiz¢ ATR/FT-IR. Przeprowadzono takze
badania starzeniowe kompozytoéw w acetonie.
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Rys. 1. Wzory strukturalne monomeréw uzytych do polimeryzacji A- MMA, B- BA, C- AEH,
D- BPA.DA.

Wyniki: Na Rys. 2 przedstawiono widma kompozytow bez dodatku ZnO, jak
rowniez zawierajace 5% wag. ZnO. Na widmach zaobserwowano sygnat
pochodzacy od drgania rozciagajacego -OH przy diugosci fali 3450 cm™. Sygnat
odpowiadajacy dhugosci fali 2946 cm™ pochodzi od drgan rozciagajacych grupy
-CH, 1459 cm™ od drgan zginajacych -CH, natomiast pasmo przy dhugosci fali 1758
cm® to sygnal pochodzacy od drgan grupy karbonylowej C=O. Na Rys. 2
przedstawiono widma ATR-FTIR dla kompozytow przed i po starzeniu w acetonie.
Jak mozna zauwazy¢ intensywno$¢ sygnatdw po kontakcie z rozpuszczalnikiem
obnizyta sie. Swiadczy to o czesciowej destrukcji kompozytéw pod wplywem tego
medium.
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Rys. 2. Widma ATR/FT-IR otrzymanych kompozytow.

Dodatkowo wykonano réwniez badania pecznienia kompozytow. Tabela 1
przedstawia wartosci wspotczynnikow pecznienia, ktore obliczono ze wzoru:

B%=100% * (my-mg)/mq

gdzie: mo— masa suchej probki, my — masa specznionej probki.

Badania starzeniowe zakonczono po 3 tygodniach, gdyz probki poddane dziataniu
acetonu ulegly rozpadowi. Dla kompozytéw, w ktorych rozcienczalnikiem
aktywnym byl AEH najwyzsza warto$¢ wspotczynnika pecznienia B% otrzymano
dla BPA.DA-AEH+1%Zn0O (30,74%), w kompozytach z dodatkiem MMA dla
BPA.DA-MMA+5%ZnO (37,51%), a dla kompozytow z BA dla BPA.DA-
BA+2%Zn0O (36,45%). Rys.3. przedstawia kompozyty przed i po badaniach
starzeniowych.

Rys. 3. Kompozyty BPA.DA-BA przed i po badaniach starzeniowych.
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Tabela 1. Wspoétczynniki pecznienia kompozytow w czasie.

Kompozyt/Czas Tydzien 1 Tydzien 2 Tydzien 3
BPA.DA-AEH 11,22% 20,38% 8,90%
BPA.DA-AEH+1%Zn0O 16,43% 30,74% 12,83%
BPA.DA-AEH+2%Zn0O 13,07% 21,89% 9,86%
BPA.DA-AEH+5%Zn0O 8,30% 27,65% 18,03%
BPA.DA-MMA 13,20% 19,36% 26,59%
BPA.DA-MMA+1%ZnO 18,14% 29,54% 29,48%
BPA.DA-MMA+2%Zn0O 15,17% 25,76% 30,39%
BPA.DA-MMA+5%Zn0O 16,83% 31,30% 37,51%
BPA.DA-BA 19,94% 19,13% 24,18%
BPA.DA-BA+1%Zn0O 16,51% 33,07% 15,75%
BPA.DA-BA+2%Zn0O 13,08% 36,45% 23,76%
BPA.DA-BA+5%Zn0O 13,93% 32,86% 18,23%

Whioski: Przy wykorzystaniu polimeryzacji UV otrzymano sztywne kompozyty
zawierajagce ZnO jako specjalny dodatek i wypetniacz. Strukture kompozytow
potwierdzono za pomoca widm ART/FT-IR. Wykonano badania pe¢cznienia oraz
starzeniowe polimeréw w acetonie. Zaobserwowano, ze po tescie starzeniowym
malala intensywno$¢ poszczegodlnych pasm, co potwierdza, ze pod wplywem
dziatania acetonu, kompozyty ulegaty rozktadowi. Badania starzeniowe pozwolity
okresli¢ procent ubytku masy poszczegdlnych kompozytow w czasie. W kolejnym
etapie pracy kompozyty przebadane zostang pod katem ich zdolnosci
przeciwdrobnoustrojowej na Wydziale Biologii i Biotechnologii UMCS.
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BADANIE TERMICZNE POLIMEROWYCH BLEND
OPARTYCH NA BISFENOLU-A | MMA

K. WNUCZEK, B. PODKOSCIELNA, A. PUSZKA, UMCS, Instytut Nauk
Chemicznych, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Polimeréw, ul. Gliniana 33, 20-614
Lublin.

Abstrakt: W pracy przedstawiono synteze¢ i badania wlasciwosci blend
polimerowych. Otrzymano 4 nowe materialy metoda polimeryzacji w masie
z uzyciem inicjatora UV. Zastosowano metakrylan metylu (MMA) jako aktywny
rozpuszczalnik, a  monomerem sieciujgcym byt bisfenol A (BPA.GDA).
W charakterze modyfikatora zastosowano dostepny handlowo poliweglan (PC).
Szczegdtowo omdwiono wptyw roéznych ilosci PC na whasciwoscei fizykochemiczne
otrzymanych materiatdw. Przeprowadzono analizy termiczne: DSC (skaningowa
kalorymetria r6znicowa) oraz TG (termograwimetria).

Wprowadzenie: Poliweglany to polimery, ktore sa Szeroko stosowane w wielu
galeziach przemystu. Charakteryzuja si¢ one doskonalymi wlasciwosciami
mechanicznymi i termicznymi. Te termoplastyczne polimery sa wykorzystywane do
produkcji specjalistycznych artykutéw i1 przedmiotoéw. Od kilkudziesieciu lat
zapotrzebowanie na poliweglany rosnie, poniewaz sg one wykorzystywane rowniez
przy produkcji przedmiotow codziennego uzytku. Poliweglan na bazie bisfenolu
A zdominowatl rynek od konca lat pie¢dziesigtych XX wieku [1]. Polimerowe
blendy odegralty wazng role w procesie Opracowywania nowych materialow
0 specjalnych witasciwosciach. Celem ich projektowania jest uzyskanie mieszanki
polimerowej o cechach fizyko-chemicznych lepszych niz sktadniki wchodzace
w sktad blendy. Ostatnio, duze znaczenie zdobyly blendy zawierajgce
wysokowydajne tworzywa termoplastyczne, ze wzgledu na ich potencjalne
zastosowanie w przemysle. Wiasciwosci blend zaleza od iloSci zmieszanych
monomeréw/polimeréw [2]. Od wielu lat reakcje polimeryzacji UV byly
wykorzystywane w przemysle przy produkcji lakierow i powtok ochronnych czy
farb drukarskich. Szybkos$¢ polimeryzacji to jedna z gtdéwnych zalet utwardzania
inicjatorow UV, ktora prowadzi do powstania materialtow w temperaturze otoczenia
[3]. Roznicowa kalorymetria skaningowa (DSC) jest jedng =z technik
wykorzystywanych do badan wlasciwosci termicznych, w tym temperatury
zeszklenia, topnienia czy ustalania stopnia krystalizacji polimeru. Badania
z wykorzystaniem DSC sg niezbedne aby okre$li¢ m.in. stopien utwardzania
materiatu. Analiza termograwimetryczna jest szeroko stosowana do badania kinetyki
degradacji termicznej polimerow i oceny stabilno$ci termicznej [4-5].

Cze$¢ eksperymentalna:. Przygotowano roztwor poliweglanu poprzez dodatek
odpowiedniej ilosci PC do CH,Cl, nastgpnie cato§¢ mieszano przez 0.5 godziny
w temperaturze pokojowej do rozpuszczenia si¢ PC. Nastgpnie, do odwazonego
monomeru (BPA.GDA) dodano odpowiednia ilo$¢ aktywnego rozpuszczalnika
(MMA) w stosunku wagowym 7:3. Monomery mieszano w zlewce w temperaturze
pokojowej do uzyskania jednorodnej mieszaniny. Kolejnym krokiem bylo dodanie
roztworu poliweglanu do monomerow. Calo$¢ wstawiono do suszarki w celu
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odparowania rozpuszczalnika (przez 20 minut w 30°C). Na koniec do probki dodano
obliczong ilo$¢ inicjatora UV (2% wi/w). Zawartos¢ zlewki wlano do szklanych form
0 wymiarach 10 mm x 8 mm x 2 mm i polimeryzowano pod lampg UV przez 40
minut. Tlosci wszystkich substancji podano w tabeli 1. Po wyjeciu z pod lampy UV
probki ogrzewano w temperaturze 80°C przez 30 minut. Tak przygotowane blendy
poddano testom fizyko-chemicznym.

Tabela 1. lo§¢ sktadnikow uzytych do syntezy blend BPA.GDA+MMA.

BPA.MMA+MMA [BPA.MMA+MMA |BPA.MMA+MMA |BPA.MMA+MMA
+1%PC +5%PC +10%PC
MMA [g] 3 3 3 3
BPA.GDA [g] 7 7 7 7
PC [wt.%] 0 1 5 10
CH,Cl, [cm?] 0 1 2 4
Inicjator [g] 0.200 0.202 0.210 0.220

Whyniki: Stabilno$¢ termiczna PMMA jest stosunkowo niska bo rozktad rozpoczyna
si¢ ponizej 200°C. Blenda BPA.GDA+MMA charakteryzuje si¢ wigksza
stabilno$cig termicznag. Wynika to 2z obecnosci wprowadzenia pierscieni
aromatycznych z BPA.GDA, ktére posiadaja wyzsza energi¢ dysocjacji. Masa
resztkowa wzrastala wraz ze wzrostem procentowego udziatu PC w blendach. Jak
wida¢ na podstawie ksztaltu krzywych DTG, rozklad termiczny otrzymanych
mieszanek przebiegat w kilku etapach. Pierwszy etap (T . W przedziale 374-391°C
odpowiadajacy 73-75% ubytku masy) odpowiadal prawdopodobnie za rozktad
fragmentow materiatu sktadajacego si¢ z MMA i BPA.GDA, natomiast drugi Szczyt
(Tmax W zakres 536-567°C, co odpowiada 16-26% ubytku masy) odpowiadat
glownie za rozktad poliweglanu. Wraz ze wzrostem ilosci PC intensywnos¢ pikow
na krzywej DTG przy Tpax zmniejszata sie. Krzywe DSC z pierwszego cyklu
ogrzewania pokazujg zarO6wno zmiany endotermiczne jak i egzotermiczne. Piki
endotermiczne (z T,, w przedziale 62-72°C) sa odpowiedzialne za topnienie
krystalicznej postaci PMMA. Ta przemiana jest nieodwracalna, podczas chtodzenia
nie zachodzi krystalizacja PMMA 1 nie obserwuje si¢ pikow topnienia w drugim
przebiegu ogrzewania. Pojemno$¢ cieplna tych przemian dla serii blend zmniejsza
si¢ wraz ze wzrostem ilosci PC w materiale. Temperatura rozktadu czystego PMMA
wynosi od 104 do 122°C i zalezy od masy molowej otrzymanego polimeru,
natomiast dla PMMA wynosi okoto 72°C. Piki egzotermiczne dla mieszanek
BPA.GDA+MMA+1%PC i BPA.GDA+MMA+5%PC s3 odpowiedzialne =za
rekrystalizacic PMMA, podczas gdy egzotermiczne piki dla innych blend sa
odpowiedzialne za reakcje sieciowania. Krzywe DSC z drugiego ogrzewania nie
wykazuja zmian egzotermicznych i endotermicznych (co wskazuje na to, ze
materialy sa amorficzne), natomiast przej$cia szkliste mozna wyraznie zobaczy¢
tylko dla mieszanek BPA.GDA MMA+1%PC, BPA.GDA+MMA+5%PC.
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Tabela 2. Dane analizy TG.

Tsoo | Tioo | Tsos Tmax Masa resztkowa
() | (©) | (©) (°C) (%)
PC 471 | 484 | 516 - 516 - - 25.58
PMMA 213 | 272 | 355 | 180 | 250 | 367 | - 0.40
BPA.GDA+MMA 323 | 347 | 406 | 407 - - - 11.12
BPA.GDA+MMA+1%PC 309 | 326 | 381 | 374 | 536 - - 1.39
BPA.GDA+MMA+5%PC 321 | 339 | 393 | 391 | 577 - - 4.50
BPA.GDA+MMA+10%PC | 304 | 329 | 395 | 384 | 567 - - 8.23
(A)
100 — -
| A
\
80 — \ BPA.GDA+MMA
i BPA.GDA+MMA+1%PC
| BPA.GDA+MMA+5%PC
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E — “ - — — -PMMA
= 40 — \
i
20 —
0 I L L L 1

0 100 200 300 400
Temperature (°C)

DTG (%/min)

500

600

LI L N B E B B
100 200 300 400

Temperature (°C)

(I
500

600

BPA.GDA+MMA
BPA.GDA+MMA+1%PC
BPA.GDA+MMA+5%PC
BPA.GDA+MMA+10%PC

Rys. 1. Krzywe TG (A) i DTG (B) dla otrzymanych blend.
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Tabela 3. Dane analizy DSC.

To | AHn | To | AHc | Tg? | T¢2 | T, | AH,

S |

ampre CO) | (g) | CO) | @g) | O | ) | O) | (1g)

PC - - - - - 149 | - -
BPA.GDA+MMA 72 11.7 - - - 92 140 3.1

BPA.GDA+ MMA+1%PC 62 | 209 | 101 | 87 127 | 120 - -

BPA.GDA+MMA+5%PC 62 | 141 | 107 | 12.1 | 131 | 128 - -

BPA.GDA+MMA+10%PC | 71 | 15.0 - - - - 136 | 8.1

Tm, Te, Tp — temperatura topnienia, krystalizacji i usieciowania.
AHp,, AHc, AHp— pojemnoéci cieplne odpowiednio topnienia, krystalizacji i sieciowania.

BPA.GDA+MMA+10%FPC

BPA.GDA+MMA+5%PC

Endo ¢> Exo

>
£
=
£ BPA GDA+MMA+%PC
Ed
H
=
o
H
£
BPA.GDA+MMA
T I T T T I T 1
] 50 100 150 200

Temperature (°C)

second heating scan

first heating scan

Rys. 2. Krzywe DSC dla otrzymanych blend.

Whioski: Podczas fotopolimeryzacji UV uzyskano nowe blendy na bazie
metakrylanu metylu i bisfenolu A z dodatkiem handlowego poliweglanu. Dane DSC
potwierdzily, ze wszystkie materialy sa amorficzne, natomiast piki endotermiczne
(w zakresie 62-72°C) sa odpowiedzialne za topnienie krystalicznej postaci PMMA.
Na podstawie analizy termograwimetrycznej mozna stwierdzi¢, ze dodatek PC do
mieszanek zwigkszyt ich odporno$é termiczna.
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ANALIZA WEASCIWOSCI MECHANICZNYCH BLEND
POLIMEROWYCH DOMIESZKOWANYCH WYBRANYM
POLIMEREM SIARKOWYM

M. GARGOL', B. PODKOSCIELNA® 'UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Chemii
Polimerow, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 5, 20-031 Lublin.

Abstrakt: W pracy przedstawiono synteze blend polimerowych wzbogaconych
ro6zng iloscig domieszki polimeru siarkowego, ktorym byt polisulfon aromatyczny.
Zwigzek ten otrzymano w reakcji polikondensacji, a nastepnie wykorzystano
w syntezie blend opartej na fotoinicjowanej polimeryzacji aromatycznej zywicy
epoksyakrylowej i rozpuszczalnika aktywnego. Blendy poddano dynamicznej
analizie mechanicznej (DMA) oraz pomiarze twardo$ci na twardosciomierzu
Shore’a. Wykonano takze analiz¢ DSC otrzymanych probek w celu okreslenia ich
odpornosci termiczne;j.

Wprowadzenie: Chemia tworzyw sztucznych to stale preznie rozwijajaca si¢ gataz
przemystu chemicznego. Jest to spowodowane mozliwoscia uzyskania materialow,
ktére z powodzeniem zastepuja materialy drozsze, badz trudniejsze w przerdbce.
Poza tym liczba modyfikacji réznych polimeréw stwarza niemal nicograniczong
liczbe zwigzkow nadajacych si¢ do otrzymania tworzyw bedacych uzytecznymi
w kazdej mozliwej sferze przemystu, a przez co w zyciu codziennym. Jedna z metod
modyfikacji istniejacych juz polimeréw, badz tworzyw jest projektowanie roznego
rodzaju potaczen, jak np. kompozyty czy blendy polimerowe. Sg to mieszankKi
polimerow, w ktorych gtowna fazg jest polimer badz kopolimer, natomiast
domieszka jest monomer lub polimer, ktory rozpuszcza si¢ w tej matrycy i poprawia
wybrane wlasciwosci kompozycji [1,2].

Cze$¢ eksperymentalna: Przeprowadzono synteze blend polimerowych na drodze
wolnorodnikowej fotopolimeryzacji w masie. W sklad kompozycji wchodzity
nastepujace odczynniki:

v diakrylan glicerolu bisfenolu A (BPA.DA) — gtéwny monomer;

v N-winylo-2-pirolidon (NVP) — rozpuszczalnik dla polisulfonu oraz drugi

monomer;
v 2,2-dimetoksy-2-fenyloacetofenon (Irgacure® 651) — fotoinicjator;
v polisulfon bisfenolu A (PSU-BPA) — (dodatek nadajacy kopolimerowi

charakter blendy.
/CH3
o 9 2
Q . + . + . CH3
l o H,C—O
HC  O>ch, Sen ¢
3

Rys. 1. Schemat powstawania rodnikéw inicjujacych proces fotopolimeryzacji na skutek fotolizy
2,2-dimetoksy-2-fenyloacetofenonu.
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Celem pracy bylo otrzymanie trzech blend polimerowych zawierajacych 5% wag.
PSU-BPA opartych na mieszaninie dwoch monomeréw: BPA.DA oraz NVP
zmieszanych ze sobg w réznym stosunku wagowym (67:33; 50:50 oraz 33:67).
Pierwszym etapem syntezy blend byto rozpuszczenie PSU-BPA w obliczonej ilosci
NVP. Proces ten trwal przez 24 godziny w temperaturze otoczenia w zamknigtym
naczyniu. Nastepnie do powstalego roztworu PSU-BPA dodano ogrzany lekko
BPA.DA i po wymieszaniu kompozycji dodano fotoinicjator polimeryzacji w iloSci
2% wag. probki. Mieszaning po odpowietrzeniu w lekko rozgrzanej suszarce
elektrycznej ( max. 60°C) przelano do szklanej formy i wstawiono do komory, gdzie
podczas dwudziestominutowego na$wietlania promieniami UV prowadzona byla
fotopolimeryzacja. W ten sposdéb w celu pordwnania wybranych wiasciwosci
zsyntezowano trzy probki blend oraz trzy probki matryc polimerowych, ktore nie
zawieraty polisulfonu. Tabela 1 przedstawia procentowy sktad wagowy wszystkich
sktadnikéw w poszczegbdlnych probkach.

Tabela 1. Sktad sporzadzonych probek blend i kopolimerow wyrazony w % wagowych.

Symbol BPA.DA NVP PSU-BPA Irgacure® 651
probki (% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.)

la 67 33 5 2

1b 67 33 0 2

2a 50 50 5 2

2b 50 50 0 2

3a 33 67 5 2

3b 33 67 0 2

Whyniki: Dynamiczng analize mechaniczng (DMA) wykonano przy uzyciu aparatu
DMA Q800 firmy T.A. Twardosci probek zostaly porownane z wykorzystaniem
twardosciomierza Shore’a (Zwick). Analiza DSC wykonana zostata na réznicowym
kalorymetrze skaningowym 204 F1 Phoenix (Netzsch) w atmosferze argonu.
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4000 - ——— BPA.DA(67%)+NVP(33%)+PSU-BPA;

- = - BPA.DA(67%)+NVP(33%);
——— BPA.DA(50%)+NVP(50%)+PSU-BPA;
- = - BPA.DA(50%)+NVP(50%);

< 3000 4 BPA.DA(33%)+NVP(67%)+PSU-BPA,;
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Rys. 2. Modut zachowawczy dla otrzymanych probek blend w funkcji temperatury.

— BPA.DA(67%)+NVP(33%)+PSU-BPA:
1,04 - - BPA.DA(67%)+NVP(33%)
—— BPA.DA(50%)+NVP(50%)+PSU-BPA
- — BPA.DA(50%)+NVP(50%)
08 BPA.DA(33%)+NVP(67%)+PSU-BPA.;
: BPA.DA(33%)+NVP(67%)
0,6 4
04+
0,2
0,04 \m
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Temperatura (°C)
Rys. 3. Krzywe tangensa & otrzymanych blend w funkcji temperatury.

Tabela 2. Wyniki dynamicznej analizy mechanicznej i pomiaru twardo$ci probek.

Symbol probki T, (°C) tg Omax Twardoé¢ (°Sh)
la 89.5 1.034 81
1b 85 0.940 80
2a 87.6 0.971 77
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2b 84.4 0.863 75
3a 83.4 0.706 71
3b 82.7 0.665 67

Wyniki analizy DMA przedstawione sag na Rys 1 oraz 2, a takze w Tabeli 1.
Przebieg krzywych ukazujacych zmiane modutéw zachowawczych pokazuje, ze
najszybszy spadek tego parametru jest odnotowany dla probek zawierajacych 33%
wag. NVP i 67% wag. BPA.DA. W kazdej parze probek modut zachowawczy jest
wyzszy dla blend niz dla ich odpowiednikéw bez polisulfonu. Po osiagnieciu temp.
zeszklenia przez kazdy materiat na krzywych modutu zachowawczego obserwuje si¢
plateau. Rysunek 1 ilustruje krzywe tan 8 dla trzech blend oraz odpowiadajacych im
trzech kopolimerow. Temperatura, dla ktorej zanotowano max tg & odpowiada
temperaturze zeszklenia (Tg4), natomiast maksymalna warto$¢ tg & jest okreslona
jako wspotczynnik thumienia materiatu [3]. Zardéwno temperatura zeszklenia jak
i tg dmax przejawia taka sama tendencje jak modut zachowawczy probek, tzn.
najwigksze warto$ci tych parametrow obserwowane sa dla probek o sktadzie: 67%
wag. BPA.DA i 33% wag. NVP, a najmniejsze dla probek o przeciwnym stosunku
wagowym monomerdow. Dodatek polisulfonu do kazdej probki wptywa na wzrost
omawianych parametrow. Wartosci wspolczynnika tlumienia zawierajg si¢
w przedziale: 0.665 — 1.034, natomiast zakres temperaturowy T4 wynosi od 82.7 do
89.5°C. Twardo$¢ probek zostata obliczona jako $rednia warto$é z pieciu pomiardw
wykonanych na twardo$ciomierzu. Probka 67% BPA.DA + 33% NVP + 5% PSU-
BPA jest najtwardsza, z kolei najmniejszg twardoscig cechuje si¢ probka o sktadzie
33% BPA.DA + 67% NVP. Tabela 1 przedstawia warto$ci maksimoéw efektow
endotermicznych na krzywych DSC odpowiadajacych maksymalnym temperaturom
rozktadu. Dane zawarte w tabeli pokazuja, ze dodatek PSU-BPA przesuwa warto$ci
Ty w kierunku wyzszych temperatur.

Whioski: W artykule omowiono wybrane wlasciwosci trzech blend polimerowych
zawierajacych polisulfon aromatyczny rozproszony w matrycach polimerowych
roznigcych si¢ miedzy soba stosunkiem masowym rozpuszczalnika aktywnego
i zywicy akrylowej. Probki otrzymano przy pomocy polimeryzacji fotoinicjowane;.
Dane uzyskane podczas analizy DMA potwierdzajg, ze domieszka w postaci 5%
wag. PSU.BPA wptywa na poprawe wybranych wlasciwosci probek. Obserwuje si¢
wyzsze wartosci tg 6 Oraz wyzsze wartosci temperatur zeszklenia niz w przypadku
probek bez polisulfonu. Taka samg zalezno$¢ obserwuje si¢ w przypadku analizy
DSC, gdzie zauwazamy, ze dodatek polisulfonu zwigksza opdr cieplny probki. Poza
tym poprawa omawianych parametréw jest zauwazalna dla probek, w ktorych udziat
BPA.DA w skladzie chemicznym jest wigkszy niz udziat NVP. Podsumowujac,
dodanie nawet niewielkiej iloSci zwigzku chemicznego z rodziny polimerow
siarkowych jakim jest polisulfon pozwala na otrzymanie materialdow o znacznie
lepszych parametrach, a przez to szerszym spektrum wykorzystania.
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SYNTEZA KOMPOZYTOW POLIMEROWYCH
Z DODATKIEM SKROBI

K. SOWA, B. PODKOSCIELNA, UMCS, Wydzial Chemii, Instytut Nauk
Chemicznych, Katedra Chemii Polimerow, ul. Gliniana 33, 20-614 Lublin.

Abstrakt: Celem pracy byla synteza i1 optymalizacja procesu tworzenia
biodegradowalnych kompozytéw polimerowych poprzez dodatek oraz zmiang iloéci
biowypetniacza — w postaci skrobi. Kompozyt polimerowy skladat si¢
z dimetakrylanu glikolu trietylenowego (TEGDMA) oraz metakrylanu metylu
(MMA) w stosunku wagowym 7:3 oraz inicjatora UV. Dokonano pordéwnania
wyraznych cech materialu przy uzyciu mikroskopu optycznego oraz zbadano
twardo$¢ otrzymanych kompozytow za pomoca metody Shore’a. W celu
potwierdzenia prawidtowej budowy chemicznej biokompozytéw dla kazdej z syntez
przeprowadzono analize ATR/FTIR.

Wprowadzenie: Skrobia jest polisacharydem, ktory wystepuje we wszystkich
organizmach roslinnych. Zlozona jest ona z tancuchow reszt glukozy, ktore
potaczone sg wigzaniami glikozydowymi. W jej sktadzie dominuja dwa
polisacharydy tj. amyloza i amylopektyna (Rys. 1). Réznig si¢ one zar6wno
wlasciwo$ciami, jak i budowag. Amylopektyna posiada wiasciwosci klejotworcze,
a pod wplywem jodu zabarwia si¢ na kolor jasnofioletowy, natomiast amyloza
tworzy z nim ciemnoniebieskie kompleksy. Skrobia pelni bardzo wazne funkcje dla
naszych organizméw, dlatego tez zaliczana jest do blonnika pokarmowego. W celu
zwickszenia jej potencjalnych zastosowan stosuje si¢ rézne modyfikacje, ktore
polepszaja jej wlasciwoscei [1].
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Rys. 1. Struktura budowy amylozy (a) i amylopektyny (b) [2].

Ten naturalny polimer jest wytwarzany przez natur¢ a wigc jest odtwarzalny
i szeroko dostgpny. Mozemy go stosowaé jako dodatki w roznych materiatach
polimerowych, w tym kompozytach, w celu zwigkszenia ich biodegradowalnosci.
Zadowalajacym efektem stosowania takich odtwarzalnych materiatow w polimerach
jest ograniczenie uwalniania pierwiastkow chemicznych lub gazéw do atmosfery,
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a takze rozkladanie tworzyw przez mikroorganizmy. Reasumujac, takie
zastosowanie rozwigzuje problem zwigzany z zagospodarowaniem tworzyw
sztucznych, ktore zostaty juz zuzyte [3].

Czes¢ eksperymentalna:

o) o)
I

\/H\O/\/O\/\O/\|(

TEGDMA
O OH OH OH
| | o o o
§Sf/\o/CHS N o\ o\
OH OH OH
MMA Skrobia

Rys. 2. Wzory strukturalne TEGDMA, MMA i skrobi.

W pierwszym etapie eksperymentu otrzymano biokompozyty przy uzyciu inicjatora
UV z dimetakrylanu glikolu trietylenowego w charakterze monomeru sieciujgcego,
metakryalnu metylu i inicjatora oraz z dodatkiem réznej ilosci skrobi: 0%, 5%, 10%,
20%, 50% oraz 100% wagowych. Na Rys. 3 przedstawione sa probki
biokompozytdw otrzymane przy uzyciu polimeryzacji w bloku o wymiarach 1 na 6

\

0% 5% 10% 20% 50% 100%
skrobi skrobi skrobi skrobi skrobi skrobi

—

Rys. 3. Zdjecie otrzymanych kompozytéw na bazie TEGDMA + MMA z r6zna zawarto$cia % skrobi.

Nastgpnie dokonano charakterystyki wybranych wlasciwosci otrzymanych
biokompozytow. Analiz¢ twardosci w skali Shore’a wykonano za pomoca
twardosciomierza Firmy Hildebrand w Laboratorium Katedry Chemii Polimerow
UMCS. Analiz¢ ATR/FTIR przeprowadzono przy zastosowaniu Spektrofotometru
TGA-IR TENSOR 27 (Bruker).
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Rys. 4. Widma ATR-FTIR wybranych materiatow.

Widma ATR/FTIR dla wybranych kompozycji przedstawiono na Rysunku 3. FTIR
(cm™): 2988, 2952, 2853, 2951, 2953 (rozciagajace C—H grupy metylowych
i metylenowych), 1720-1721 (rozciagajace C=O grupy estrowej); 1449-1450
(-O-C(=0)-CH; deformacyjne asymetryczne); 1241 (—C(CHjs); deformacyjne nie
w plaszczyznie); 946, 813, 951 (=C-H deformacyjne nie w plaszczyznie); 749-750
(-CH,- deformacyjne nie w plaszczyznie). Na Rysunku 4 przedstawiono zdjecia
wykonane przy uzyciu mikroskopu optycznego  Malvern Morphologi G3
(W. Brytania). Zdje¢cia uszeregowano wraz ze wzrastajacym procentem wagowym
skrobi. Wraz ze zwigkszajaca si¢ iloScia biopolimeru (skrobi) materiat
kompozytowy stawat si¢ coraz mniej przezroczysty. W Tabeli 1 przedstawione sa
wyniki twardosci dla badanych materiatow. Dodatek skrobi nieznacznie obnizat
twardo$¢ biokompozytow.
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0% 5% 10%

20% 50% ' 100%

Rys. 5. Zdjgcia kompozytéw TEGDMA + MMA + skrobia.

Tabela 1. Twardo$¢ otrzymanych kompozytow.

Zawarto$¢ skrobi [%] Twardo$¢ (°Sh) w skali D
0 86,1
86,0
10 86,4
20 85,6
50 83,6
100 82,8

Whioski: W wyniku polimeryzacji UV otrzymano biodegradowalne i nietoksyczne
biokompozyty z dodatkiem skrobi. Dokonano oceny wybranych wlasciwosci
biokompozytow w zaleznosci od ilosci biododatku. Na podstawie analizy ATR-
FTIR stwierdzono, iz widma maja podobny przebieg, a dodatek skrobi zwigkszat
nieznacznie intensywno$¢ sygnalow grup -OH. W miar¢ dodawania skrobi
nieznacznie obnizala si¢ twardo$¢ materiatdw kompozytowych. W koncowym
efekcie otrzymano biokompozyt, ktory jest bardziej przyjazny dla srodowiska
poniewaz zawiera odnawialny i niedrogi wypehiacz. Dodatkowo, zastosowane
monomery s3 alifatycznymi  pochodnymi nie zawierajacymi pier§cieni
aromatycznych w swojej budowie, co dodatkowo zwigksza atrakcyjnosé
zaproponowanych materiatdow do zastosowan biomedycznych.
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WPLYW A-SI NA STABILNOSC WODNYCH SUSPENSJI
MONTMORYLONITU | KATIONOWEJ CELULOZY

E. GODEK, E. GRZADKA, UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Radiochemii
i Chemii Srodowiskowej, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Przedmiotem niniejszej pracy byta analiza stabilnosci zdyspergowanych
suspensji - montmorylonitu metoda spektrofotometryczng. Uzyskane  wyniki
pokazuja, ze wraz ze wzrostem stgzenia kationowej celulozy obserwuje si¢ znaczny
wzrost stabilno$ci uktadu. Zaobserwowano takze, ze dodatek anionowego
surfaktantu A-Si powoduje destabilizacj¢ uktadu.

Wprowadzenie: Montmorylonit (MMT) jest naturalnym mineratem ilastym z grupy
smektytu nalezacych do klasy krzemianow warstwowych. Jest to uwodniony
krzemian glinu, magnezu i sodu o wzorze chemicznym Al,O3-SiO,-nH,0. Ten
mineral to imponujace bogactwo roéznych pierwiastkow [1]. Montmorylonit dzigki
swojej trojwarstwowej budowie i niezliczonej ilosci poréw poprawia jakosé wody
[2], absorbuje substancje organiczne oraz ma bardzo duzg zdolno$¢ wymiany
kationowej [3]. Doskonale nadaje si¢ tez do usuwania metali ciezkich. Dane
literaturowe zawieraja znikome informacje na temat badan wlasciwosci
stabilizacyjno-flokulacyjnych i adsorpcyjnych na powierzchni montmorylonitu.
Badano jedynie optymalizacje warunkow adsorpcji CO, ze spalin na powierzchni
montmorylonitu [4]. Oceniano tez kinetyke i izotermy adsorpcji Cu(Il) przez
magnetyczne nanokompozyty montmorylonitu [5]. Kationowa celuloza (KC) to
rozpuszczalna w wodzie czwartorzedowa pochodna amoniowo-celulozowa.
Substancja ta nalezy do bipolisacharydow. Kationowa celuloza znajduje szereg
zastosowan w przemysle kosmetycznym. Sg to miedzy innymi preparaty do wlosow
i skory, a zwlaszcza odzywki. KC mozna stosowac jako zaggszczacz, utrwalacz,
emulgator lub dodatek do preparatach na wlosy w celu polepszenia rozczesywania,
podatnosci na uktadanie, utrwalania skretu, odpornosci na wilgo¢ i wigzania
sktadnikow z keratyng. W poréwnaniu z istniejacymi na rynku $rodkami, zwiazek
ten ma lepsze wlasciwosci mechaniczne, zdecydowanie tatwiej reaguje
z surfaktantami, a takze ma lepszg stabilno$¢ temperaturowg [6]. Dane literaturowe
nie zawierajg wiele informacji na temat badan wlasciwosci tego zwigzku pod katem
wlasciwosci  stabilizacyjno-flokulacyjnych ~ suspensji  mineratow ilastych.
Przeprowadzono badania, podczas ktorych KC byla uzywana jako flokulant do
pozyskiwania mikroalg jako alternatywa dla chitozanu, ktory jest drogi [7]. Badano
réwniez zdolnosci flokulacyjne KC z uzyciem kaolinu. Badania wykazuja, ze KC
moze by¢ stosowana jako flokulant w procesie oczyszczania Sciekow [8]. Silphos
A-100 (A-Si) jest anionowym srodkiem powierzchniowo czynnym. Nalezy do grupy
silikonowych estrow fosforanowych. Ze wzgledu na swoj anionowy charakter A-Si
znajduje zastosowanie w sekwestrowaniu zelaza i innych jondéw metali oraz
wykazuje dobre wiasciwos$ci jako inhibitor rdzy. Ponadto silphos®A-100 zapewnia
czyszczenie i potysk twardych powierzchni. Mozna réwniez dodawa¢ go do
szampondw, aby nadaé wlosom kondycje i polysk, a takze wykorzystywac
w preparatach do higieny osobistej (mydto do twarzy) [9]. Uktady koloidalne
zawierajace zdyspergowane mineraly ilaste moglyby znalez¢ wiele potencjalnych
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zastosowan w przemysle np.: kosmetycznym, ale niestety nie s3 dlugotrwale stabilne
[10]. Rozwiazaniem tego problemu moze by¢ dodanie do uktadu substancji o duzej
masie czasteczkowej [11]. Polimery moga powodowac stabilizacj¢ i1 flokulacje
uktadu, a =zalezne jest to od charakteru chemicznego zwigzku wielko-
czasteczkowego, jego stezenia, a takze masy czasteczkowej. Wyrdznia si¢
stabilizacj¢ steryczng, zubozeniowa i elektrosteryczng oraz flokulacje mostkowsa
i zubozeniowa [12]. Najpopularniejszymi metodami analitycznymi stosowanymi do
badania wplywu substancji organicznych na stabilno$¢ uktadow koloidalnych sg
turbidymetria (pomiar polega na okre$leniu zalezno$ci migdzy ilocig $wiatta
emitowanego przez zrodlo, a iloscig §wiatla docierajacego do detektora po przejsciu
przez badany uklad), spektrofotometria (technika ta opiera si¢ na badaniu
oddziatywan miedzy wigzka Swiatta a materig, a zasada tej metody jest pomiar
intensywnos$ci $wiatla przed i po przejSciu przez uklad) oraz potencjat dzeta
(wskaznik trwato$ci ukladu koloidalnego, potencjal wystepujacy na tzn.
plaszczyznie poslizgu, czyli pomiedzy warstwa sztywna, a warstwa dyfuzyjna
uktadu) [12]. Dane literaturowe nie zawierajg wielu informacji odno$nie kationowej
celulozy, montmorylonitu i A-Si, dlatego tez jest to temat, ktorym warto si¢
zainteresowa¢, poniewaz uktad ten ma wysoki potencjat aplikacyjny w przemysle.

Cze$é eksperymentalna: Zbadano wptyw biopolisacharydu - kationowej celulozy
z dodatkiem anionowego surfaktantu A-Si na stabilno$¢ wodnych suspensji
montmorylonitu metoda spektrofotometryczng UV-VIS. Mechanizm stabilnosci
okreslono na podstawie badan adsorpcyjnych. Dodatkowo w celu zbadania
oddziatywan pomigdzy polimerem a surfaktantem przeprowadzono pomiary
potencjatu dzeta i napigcia powierzchniowego.

Wyniki: Rys. 1 przedstawia wptyw stezenia KC na stabilno$¢ wodnej suspensji
montmorylonitu. Absorbancja uktadu zostata przedstawiona w funkcji czasu.
Z wykresu wynika, ze suspensja montmorylonitu bez dodatku biopolisacharydu jest
catkowicie niestabilna, o czym §wiadczg mate wartosci absorbancji i jej gwaltowny
spadek w czasie. Czastki ciala stalego niestabilizowane przez polimer tatwo ulegaja
sedymentacji pod wplywem sily cigzkosci. Dodatek zwiazku czasteczkowego do
uktadu moze rozwigza¢ ten problem. Z wykresu wynika, ze wraz ze wzrostem
stezenia KC wzrasta stabilno$¢ suspensji montmorylonitu, czego powodem jest
efektywna adsorpcja KC na powierzchni MMT. Najbardziej prawdopodobnym
mechanizmem odpowiedzialnym za stabilno§¢ uktadu jest stabilizacja steryczna,
ktora wynika z wystepowania Silnego odpychania pomigdzy czastkami
koloidalnymi, ktorych powierzchnia jest catkowicie pokryta polimerem. Kationowa
celuloza posiada réwniez dodatnio natadowane grupy powierzchniowe, wigc
podczas adsorpcji na ujemnie natadowanej powierzchni montmorylonitu, stabilizacji
przestrzennej towarzyszy efekt elektrostatyczny, wskutek czego nastepuje
stabilizacja elektrosteryczna. Dodatek surfaktantu A-Si powoduje spadek stabilnoéci
wskutek bardzo silnych oddziatywan pomigdzy ujemnie natadowanym surfaktantem
a dodatnio natadowanym polimerem. Oddziatywania pomi¢dzy dwoma adsorbatami
sa znacznie silniejsze niz pomigdzy adsorbatem i adsorbentem, czego
potwierdzeniem jest spadek wielkosci adsorpcji KC w obecnosci A-Si. Najwigksza
stabilno§¢ uktadu uzyskano przy stgzeniu KC wynoszacym 200 ppm. Rys. 2
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przedstawia wielko§¢ adsorpcji KC pod nieobecno$¢ i w obecnosci A-Si na
powierzchni MMT. Z wykresu wynika, ze sama KC bardzo dobrze adsorbuje si¢ na
powierzchni MMT, a plateau adsorpcyjne ustala si¢ szybko i wynosi okoto 0,1
mg/m?. Dodatek surfaktantu do ukladu powoduje spadek wielkosci adsorpcji
wskutek tworzenia si¢ bardzo silnych komplekséw polimer-surfaktant. Dwa
adsorbaty oddzialuja ze soba silniej niz w przypadku oddzialtywania adsorbatu
z adsorbentem, dzigki czemu kompleksy KC-A-Si niechgtnie adsorbujg si¢ na
powierzchni MMT tylko pozostaja w glebi roztworu. Potwierdzeniem silnych
oddziatywan polimer-surfaktant i tworzenia si¢ kompleksow sg wyniki pomiaréw
napigcia powierzchniowego i potencjatu dzeta uktadu polimer-surfaktant.
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Rys. 1. Wplyw stezenia kationowej celulozy na Rys. 2. Wielkos$¢ adsorpcji kationowej celulozy
stabilno$¢ wodnej suspensji montmorylonitu z dodatkiem A-Si (0,04%) na powierzchni
(0,005g), 0,01 mol/dm® NaCl, pH = 7. montmorylonitu, 0,01 mol/dm® NaCl.

Rys. 3 przedstawia wpltyw kationowej celulozy (200 ppm) na napigcie
powierzchniowe A-Si. Z wykresu wynika, ze W przypadku wodnego roztworu
surfaktantu obserwuje si¢ spadek napigcia powierzchniowego wraz ze wzrostem
stezenia surfaktantu az do krytycznego stezenia micelizacji (CMC), ktorego wartos$¢
wynosi okoto 0,4%. W przypadku dodania do roztworu surfaktantu substancji
wielkoczasteczkowej KC, nastgpuja silne oddziatywania wynikajace z przyciagania
pomiedzy ujemnie naladowanymi grupami funkcyjnymi anionowego $rodka
powierzchniowo czynnego z dodatnio natadowanymi grupami funkcyjnymi
kationowego polimeru, czego wynikiem jest tworzenie si¢ mi¢dzyczasteczkowych
kompleksow  polimer-surfaktant, dlatego tez przebieg izotermy napiecia
powierzchniowego A-Si od st¢zenia surfaktantu w obecnosci KC jest zupetnie inny
od przebiegu obserwowanego pod nieobecnos¢ polimeru. Rys. 4 przedstawia wptyw
A-Si na potencjat dzeta kationowej celulozy (200 ppm). Wartosci potencjatu dzeta
dla czystego roztworu KC wynosi 35 mV. Po dodaniu anionowego surfaktantu A-Si,
wraz ze wzrostem stgzenia nastepuje zobojetnianie tadunku i spadek warto$ci
potencjalu dzeta. W poczatkowych st¢zeniach obserwuje si¢ drastyczny wzrost
potencjalu dzeta, analogicznie do pomiardw napigcia powierzchniowego, co moze
oznacza¢ bardzo silne oddziatywania pomiedzy polimerem i surfaktantem, a takze
tworzenie si¢ komplekséw miedzyczasteczkowych. Kompleksy te majg potencjat
dodatni. W okolicach st¢zenia odpowiadajacego wartosci CMC dla A-Si nie
obserwuje si¢ juz zmian potencjalu dzeta badanego uktadu.
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Rys. 3. Wptyw kationowej celulozy (200 ppm) Rys. 4. Wptyw A-Si na potencjat dzeta
na napigcie powierzchniowe A-Si. kationowej celulozy (200 ppm).

Whioski: Kationowa celuloza ma wlasciwosci stabilizujace i moze by¢ stosowana
jako stabilizator wodnych suspensji montmorylonitu. Najbardziej prawdopodobnym
mechanizmem odpowiedzialnym za stabilno$¢ ukladu jest stabilizacja elektro-
steryczna, wynikajaca z adsorpcji KC na powierzchni MMT. A-Si powoduje
destabilizacje ukladu wskutek silnych oddzialtywan pomigdzy polimerem
i surfaktantem w pordwnaniu z oddzialywaniami pomig¢dzy polimerem a adsor-
bentem. Potwierdzeniem powstawania komplekséw polimer-surfaktant sa wyniki
pomiarow napigcia powierzchniowego i potencjatu dzeta.
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ZASTOSOWANIE POEKSTRAKCYJNEGO SUSZU
KONOPNEGO (CANNABIS SATIVA) DO OTRZYMYWANIA
KOMPOZYTOW POLIMEROW TERMOPLASTYCZNYCH

J. KRZESZOWIAK, A. PUSZKA, UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Chemii
Polimerow, Gliniana 33, 20-614 Lublin.

Abstrakt: W pracy tej przedstawiono sposob otrzymywania kompozytow tworzyw
termoplastycznych, tj. polietylenu o matej gestosci (LDPE), polipropylenu (PP) oraz
polilaktydu (PLA) i poekstrakcyjnego suszu konopnego (Cannabis Sativa). Metoda
wtrysku otrzymano kompozyty polimeréw z biowypetniaczem w ilosci 1, 2, 5 10
i 20%wagowych. Dla uzyskanych materialow kompozytowych okreslono skurcz
przetworczy, twardos$¢ oraz zbadano podstawowe wlasciwosci mechaniczne.

Wprowadzenie: Biokompozytami nazywamy kompozyty polimerowe, w ktorych
cho¢ jeden ze sktadnikow jest biopochodny lub biodegradowalny. Ze wzgledu na
coraz to wigksza swiadomo$¢ ekologiczna populacji oraz cechy tychze materiatow,
takie jak biodegradowalno$¢ tworzyw czy znacznie uproszczony proces recyklingu
[1], w ostatnich latach biokompozyty staly si¢ atrakcyjnym przedmiotem badan
naukowcow. Ze wzgledu na niskg ceng, duzg dostepnos$é oraz odnawialny charakter
wiokien naturalnych, w ostatnich latach staly si¢ one jednym z najbardziej
popularnych i najczesciej stosowanych komponentéw do produkcji polimerowych
materialtow kompozytowych. Z racji swoich niezwykle korzystnych wiasciwosci
mechanicznych, naturalne wtokna zawarte w roélinnych wypetniaczach zaczgto
rozwaza¢ jako alternatywa dla powszechnie stosowanych nieodnawialnych
materiatow, jak chocby wiokna szklane czy weglowe. Zastosowanie
biokompozytéw mozemy znalez¢ w wielu sektorach gospodarki jak budownictwo,
przemyst zywno$ciowy, motoryzacyjny czy zbrojny. Szczegoélnie ciekawym
przyktadem bio-wypetniacza, ze wzgledu na niejednorodno$¢ uktadu, jest konopia
wioknista. Biokompozyty konopne uzywane sa w produkcji materiatow
budowlanych, m.in. ptyt izolacyjnych, a uktad polipropylen/Cannabis Sativa znalazt
zastosowanie w wyrobie cze$ci samochodowych [2]. Analizujac strukturg, naturalne
wtokna zbudowane sg gléwnie ze zwigzkow organicznych, takich jak celuloza czy
lignina. Zwiazki te sg podatne na dzialanie wysokiej temperatury, przez co
W procesach wytwarzania kompozytéw dochodzi do ich degradacji, co wptywa na
wytrzymato$¢ uktadu. Dlatego do produkcji kompozytow z wypeliaczem
roslinnym jako matryce stosuje si¢ polimery termoplastyczne, takie jak polietylen
(PE), polipropylen (PP) czy poli(chlorek winylu) (PCW), ktore cechuje m.in.
wysoka warto$¢ masowego wskaznika szybkosci plynigcia a tym samym mata
lepko$¢ uktadu [3]. Z uwagi na fakt, iz stosowane w przetworstwie tworzywa
poliolefinowe majg charakter hydrofobowy a wypekiacze naturalne sg na ogédt
hydrofilowe, w celu poprawy adhezji pomiedzy polimerem a wypelniaczem stosuje
si¢ kompatybilizatory, najczesciej jest to PE-graft-MA (polietylen-graft-bezwodnik
maleinowy). Stosowanie kompatybilizatorow polepsza witasciwosci wyrobow, ale
podwyzsza cene gotowego wyrobu. Do tworzyw termoplastycznych mozemy
zaliczy¢ rowniez alternatywny do tworzyw pochodzacych z przerobu ropy naftowej
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biodegradowalny i biopochodny poliester, tj. poli(kwas mlekowy) (polilaktyd —
PLA). Jest on coraz czgéciej uzywany jako matryca polimerowa do produkcji
kompozytéw, a niektore badania pokazuja, ze otrzymane z niego kompozyty
wykazuja wigksza wytrzymatos¢ na rozciaganie oraz sztywno$¢ niz analogiczne
materiaty oparte na PP [4]. Oprocz tworzyw termoplastycznych, jako osrodki
polimerowe stosuje si¢ rowniez materialy chemoutwardzalne, tj. zywice
epoksydowe, poliestrowe, czy tez fenolowo-formaldehydowe. Celem tej pracy byto
zastosowanie  poekstrakcyjnego  suszu  konopnego jako  bio-wypelniacza
w kompozytach tworzyw termoplastycznych, tj. PE, PP i PLA. W pracy skupiono
si¢ na opracowaniu odpowiedniej technologii procesu wtrysku mieszanek polimer-
wypetniacz oraz okresleniu catkowitego skurczu wytworzonych wyprasek. Waznym
aspektem badan bylo ocenienie, czy uniknigcie stosowania kompatybilizatora, tj.
PE-graft-MA, pozwoli uzyska¢ kompozyty o korzystnych wiasciwosciach
mechanicznych.

Cze$¢ eksperymentalna: Kompozyty o zawartosci 1, 2, 5, 10 i 20%wag.
wypelniacza przygotowano metodg wtrysku, otrzymujac ksztaltki w postaci
wiosetek (Rys.1).

PE +20%

PP +20%

PLA +20%

Rys. 1. Wyglad kompozytéow o zawartosci 20%wag wypelniacza.

Jako matryce polimerowe stosowano:
» PE - polietylen matej gestosci MALEN E FABS 23-D022 (Lyondell Basell
Orlen Polyolefins),
= PP —polipropylen MOPLEN EP448S (Lyondell Basell Orlen Polyolefins),
= PLA - polilaktyd, Ingeo™ 4060D (Nature Works LCC).

Tabela 1. Parametry procesu wtrysku.

Matryca Temperatura Temperatura Czas wtrysku | Sita wtrysku
polimerowa cylindra formy (s) (N)
Q) (4]
PE 180 50 25 9000
PP 250 75 25 10000
PLA 220 50 30 11000
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Tworzywa polimerowe przed przygotowaniem kompozytéw byly suszone, zgodnie
z zaleceniami producentéw. Stosowanym bio-wypelniaczem byt susz konopi
siewnej, bedacy odpadem po ekstrakcji, ktory przed procesem wtrysku zostat
rozdrobniony mechanicznie w mtynku analitycznym IKA All Basic. Ksztaltki do
badan z kompozytéw polimerowych zostaty przygotowane przy uzyciu wtryskarki
laboratoryjnej IM-15 Zamak Mercator, wyposazonej w cylindryczny system
uplastyczniania. Odpowiednie mieszanki tworzywa 1 wypelniacza przed
umieszczeniem w cylindrze, wymieszano wstgpnie mechanicznie w zlewce.

Whyniki: Dla otrzymanych wyprasek, stosujac ponizsze wzory, WYyznaczono
catkowite skurcze przetworcze, tj. liniowy skurcz przetworczy w kierunku
réwnoleglym do kierunku wtrysku (S,,,.)

Le— L br—>b
Srown. = % +100% Sprost. = L *100%

f br
gdzie:
S,omn. - liniowy skurcz w kierunku réwnolegtym do kierunku wtrysku
Ly — dlugos¢ wypraski (mm
L¢ — odpowiednik L., w gniezdzie formujacym (mm)

Oznaczono takze twardo$¢ Shore’a wedtug skali D, a takze wiasciwosci
mechaniczne przy statycznym rozciaganiu. Wyniki obliczono jako warto$¢ srednig z
pigciu analiz, przy czym okreslenie wymiarow ksztaltek oraz poszczegélne badania
wykonano po 30 dniach od procesu wtrysku.

Tabela 2. Warto$ci skurczy przetworczych otrzymanych materialow, twardo$¢ oraz wlasciwosci
mechaniczne badanych materiatow.

Material S('O%)" Twardos¢ Shore’a | Wytrzymatosé na V‘;%‘:}chslnlﬁg)w Modut Younga
(skala D) rozcigganie (MPa) 0 (MPa)
PE 2,78 40,2 16,66 84,90 33,89
PE + 1% 2,78 41,8 16,95 56,88 39,06
PE + 2% 2,78 41,6 16,90 54,92 40,25
PE + 5% 2,78 43,2 16,65 27,05 44,04
PE + 10% 3,05 44,0 14,45 21,67 39,66
PE + 20% 3,33 44,0 11,96 20,54 32,59
PP 1,38 63,6 38,03 13,62 296,69
PP + 1% 2,22 64,2 35,51 7,46 329,89
PP + 2% 2,22 64,3 34,64 5,83 343,62
PP + 5% 2,22 67,6 31,81 4,92 343,46
PP + 10% 2,22 66,2 30,18 4,44 360,55
PP + 20% 2,22 65,2 25,40 3,10 335,67
PLA 0,27 75,4 67,52 3,85 568,19
PLA + 1% 0,42 76,2 64,86 3,28 563,24
PLA + 2% 0,69 75,8 62,58 2,69 537,86
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PLA + 5% 0,72 75,0 50,89 2,37 509,01
PLA+10% | 0,72 76,6 41,66 2,04 478,67
PLA+20% | 0,72 75,4 37,58 2,02 482,17

Analizujac wplyw dodatku bio-wypelniacza do matrycy polimerowej na skurcz
przetworczy mozna stwierdzi¢, iz na og6l dodanie wypelniacza powodowato
zwigkszenie skurczu wypraski, wyjatek stanowita seria materialow z PE, w ktorej
zwigkszenie skurczu zaobserwowano dla kompozytu z 10%wag. zawarto$cia bio-
wypetniacza. W przypadku kompozytéw z PP jako osnowa polimerowsg, zmiana
zawarto$ci bio-wypelniacza nie wplywata na warto$¢ skurczu przetworczego.
Najwicksze wzgledne zmiany skurczu zaobserwowano dla kompozytow
otrzymanych z PLA. Wigksze wartosci skurczu tworzyw termoplastycznych
krystalicznych (PE i PP) niz amorficznych (PLA) wynikaja ze znanego zjawiska
gestszego upakowania makroczgsteczek struktury krystalicznej, zachodzacego
podczas procesu krystalizacji. Generalnie, twardo$¢ otrzymanych kompozytow
zwickszala si¢ wraz ze wzrostem zawartosci bio-wypelniacza w kompozytach
z tworzyw poliolefinowych, natomiast w przypadku PLA wyraznej zalezno$ci
twardosci od sktadu kompozytu nie zauwazono. Badania wytrzymatosciowe
uzyskanych wyprasek pokazaly, iz wraz ze zwigkszaniem zawarto$ci bio-
wypetniacza zmniejszato si¢ wydhuzenie przy zerwaniu, w przypadku kompozytow
z 20%wag. suszu nawet niemalze 4-krotnie (dla tworzyw poliolefinowych)
i 2-krotnie dla PLA w stosunku do czystego polimeru. Wtasciwosci mechaniczne
kompozytéw opartych na tworzywach poliolefinowych zmienialy si¢ w sposob
niejednorodny, wynikajacy gtéwnie z charakteru chemicznego osnowy polimerowe;j.
W przypadku amorficznego PLA, dodatek suszu obnizal wytrzymalo$¢ na
rozcigganie, wydhuzenie przy zerwaniu i modut Younga. Pogorszenie parametrow
wytrzymato$ciowych w otrzymanych kompozytach wynikal z faktu, iz susz
konopny nie jest wypelniaczem majacym charakter wzmacniajacy uzyskiwanego
materiatu. Naszym celem byto to, aby dodatek suszu zwickszat biodegradowalnosé
kompozytéw tworzyw olefinowych a takze obnizal cen¢ wyrobu opartego na
biodegradowalnym PLA.

Whioski:. Analizujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, iz prawidlowe
zaplanowanie  technologii procesu wytwarzania kompozytdéw  tworzyw
termoplastycznych przy zastosowaniu odpadowego poekstrakcyjnego suszu
konopnego jest jak najbardziej mozliwe. Uzyskane wyniki badan skurczu oraz
wlasciwosci  wytrzymalosciowych pozwalaja na wyciagnigcie nastepujacych
wnioskow:
= Dodatek bio-wypetniacza w postaci suszu konopnego do polimeru wptywa
na zwigkszenie skurczu przetworczego wytworzonego wyrobu,
= Wraz ze wzrostem zawartoSci suszu konopnego w kompozycie
otrzymanym z PE i PP zwigksza si¢ jego twardos¢,
= Wiasciwosci mechaniczne kompozytow tworzyw olefinowych (PE i PP)
zmienialy sie w sposob niesystematyczny,
= Dodatek suszu konopnego do PLA powodowal pogorszenie wtasciwosci
mechanicznych otrzymanych kompozytow.
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ZASTOSOWANIE HYDROKSYAPATYTU Z WYBRANYMI
PODSTAWIONYMI KATIONAMI Z BLOKOW
ENERGETYCZNYCH s, p, d i f UKEADU OKRESOWEGO —
KROTKI PRZEGLAD

A. BIEDRZYCKA, E. BRODA, E. SKWAREK, UMCS, Wydziat Chemii,
Katedra Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3,
20-031 Lublin.

Abstrakt: Hydroksyapatyt to popularny minerat, znajdujacy zastosowanie w wielu
dziedzinach gospodarki, gtéwnie ze wzgledu na korzystne wiasciwosci. Jednakze,
nie jest to material idealny i odznacza si¢ staba odpornoscia mechaniczng. W celu
udoskonalenia jego struktury, naukowcy prowadza szereg badan, w ktorych
poszukiwali potencjalnych modyfikacji, mogacych przyczyni¢ si¢ do poprawienia
jego wilasciwosci. Duzg szansg na zniwelowanie negatywnych aspektow jest
domieszkowanie hydroksyapatytu innymi pierwiastkami. Takie rozwigzania
znalazly wiele zastosowan w przeroznych dziedzinach gospodarki, a przede
wszystkim w ortopedii, co zdecydowanie polepsza jako§¢ wykonywanych zabiegdw
iushug.

Wprowadzenie: Hydroksyapatyt jest mineratem zbudowanym glownie z atomoéw
wapnia i fosforu. Nalezy do rodziny apatytow. Jego wzor chemiczny przedstawia si¢
nastepujaco Cayg(PO,)e(OH),. Zwiazek ten charakteryzuje si¢ biala barwa, a jego
masa molowa rowna jest 502, 31 g/ mol. Stosunek molowy Ca/P w jego strukturze
wynosi 1,67, co sprawia, ze wykazuje wysokie podobienstwo do fazy apatytu
obecnej w ludzkich kosciach i zebach. Ze wzgledu na swoje wyjatkowe
wlasciwosci, takie jak niskie koszty otrzymania, wysoka zdolno$¢ adsorpcji,
stabilno$¢, reaktywnos¢ oraz dobra biokompatybilnos¢, jest on szeroko
wykorzystywany w wielu gateziach przemystu, gospodarki oraz medycyny [1, 2].

Istnieje wiele metod otrzymywania hydroksyapatytu. Mozna je podzieli¢ glownie na
metody mokre, spos$réd ktorych mozna wyrdznic metod¢ wspolstracania,
hydrotermalng, zel-zol, emulsyjna, czy tez sonochemiczng, metody suche, metody
wysokotemperaturowe, do ktorych zalicza si¢ takze spalanie oraz pirolizg, syntezy
ze zrodel naturalnych, np. koéci i muszli oraz metody mieszane [3]. W skali
laboratoryjnej oraz przemyslowej najbardziej popularne sa metody mokre. Ich
znaczagca zaletg jest fakt, iz w trakcie takiego procesu istnieje mozliwos¢
wprowadzenia innych pierwiastkow w strukture hydroksyapatytu. Co wigcej,
warunki takiej syntezy nie stanowig powaznego zagrozenia dla $rodowiska
naturalnego. Reakcje przeprowadzane sg z wykorzystaniem roztwordw lub zawiesin,
gdzie substratami sg zrodla wapnia oraz fosforu, np. kwasy, zasady, czy tez sole.
Wazne jest tez utrzymanie odpowiedniego pH, co mozna osiagaé¢ poprzez dodatek
wody amoniakalnej. Tak otrzymany produkt jest amorficzny i wykazuje niska
krystaliczno$¢ lub jest nanometryczny [4]. Z uwagi na to, iz hydroksyapatyt
wykazuje dobra biokompatybilno$¢ jest on niezwykle popularny w medycznych
zastosowaniach. Jednakze, jego najwicksza wada sa wlasciwosci mechaniczne, co
przejawia si¢ podatnoscia na pegkanie oraz slaba wytrzymatoscig. Celem
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zniwelowania negatywnych aspektow, zaproponowano modyfikacje struktury
hydroksyapatytu poprzez wprowadzenie obcych pierwiastkow. Mozna wyr6znié
podstawienia niesyntetyczne, ktore charakteryzuja si¢ podstawieniem jonow wapnia
obecnych w omawianym materiale kationami innych metali oraz podstawienia
syntetyczne, gdzie nastgpuje zastapienie grupy hydroksylowej, badz fosforanowe;j,
obcym anionem. Tak przeprowadzona modyfikacja znaczaco polepsza wlasciwosci
hydroksyapatytu oraz poszerza jego horyzont zastosowan [5-10]. Do mozliwych
podstawien w strukturze hydroksyapatytu mozna wykorzysta¢ wybrane kationy
z bloku energetycznego s ukladu okresowego. Jednym z wielu przebadanych
pierwiastkow jest lit. Jako niezalezny element wyst¢puje w organizmie czlowieka
w §ladowych ilosciach. Znajduje zastosowanie w psychiatrii oraz leczeniu schorzen
uktadu krwionosnego. Wykazano takze, iz pozytywnie oddziatuje na uktad kostny.
Dlatego tez, modyfikacja struktury hydroksyapatytu jonami litu przynosi wiele
korzysci w ortopedii. Takie rusztowanie powoduje efektywne namnazanie sig¢
komoérek budujacych kosci — osteoblastow oraz wykazuje ich znaczng aktywnosS¢.
Omawiana struktura wspomaga proces tworzenia si¢ kosci oraz naczyn
wlosowatych z nia zwigzanych. Pomaga roéwniez w przyjeciu si¢ implantu
metalicznego. Co najwazniejsze, polaczenie Li — hydroksyapatyt jest
biokompatybilne oraz nie wykazuje cytotoksycznosci. Satysfakcjonujaca zgodnosé
z tkankami czlowieka przejawia takze hydroksyapatyt domieszkowany sodem.
Takie pokrycie usprawnia namnazanie si¢ komorek, z czym powigzana jest szybsza
regeneracja uszkodzonej kosci. Kolejnym pierwiastkiem nalezacym do bloku s jest
potas, ktory w potaczeniu z hydroksyapatytem wykazuje dobrg stabilno$¢ termiczna.
Co wiccej, taki materiat zdolny jest do adsorpcji biatek na swojej powierzchni,
dlatego tez mozna go wykorzysta¢ w postaci nosnika. Wazng role w organizmie
ludzkim pelni takze magnez. Podstawienie wspomnianym jonem przyczynia si¢ do
efektywnej regeneracji ubytkow kosci oraz pozwala na kontrolg proceséw
degradacji uszkodzonych komoérek. Dodatkowo, tak zmodyfikowana struktura
wykazuje dziatanie bakteriobdjcze. Duze znaczenie w procesie regeneracji tkanek
kostnych ma réwniez potaczenie hydroksyapatytu z jonami strontu. Niezaleznie od
stezenia tego pierwiastka, struktura nie wykazuje cytotoksycznosci. Dzigki takiemu
podstawieniu, material zyskuje lepsza wytrzymalo$¢, a nowopowstata ko$é
woparciu o takg struktur¢ odznacza si¢ wigkszg gestoscia [11]. Na blok
energetyczny p uktadu okresowego sktada si¢ wiele pierwiastkow, jednakze tylko
wybrane z nich zostaly przebadane pod katem mozliwosci podstawienia
w strukturze hydroksyapatytu. Potaczenie glin — hydroksyapatyt odznacza si¢ dobra
biokompatybilnoscig, podobnie jak materiat domieszkowany galem. Z kolei,
podstawienie indem pozytywnie oddziatuje na komoérki kosciotworcze, pobudzajac
je do zwigkszonej aktywnoS$ci. Bizmut w potgczeniu z hydroksyapatytem wykazuje
dobra zgodnos$¢ z ludzkimi osteoblastami, a takze wspomaga procesy tworzenia si¢
kosci. Warto réwniez doda¢, iz taki material odznacza si¢ wlasciwo$ciami
antybakteryjnymi oraz wysoka wytrzymato$cig, co umozliwia jego zastosowanie
w implantach. Domieszkowanie tellurem nadaje strukturze wlasciwosci
bakteriobdjczych. Jednakze, takie potgczenie nie zostato do konca przebadane pod
katem biokompatybilnosci [11]. Grupy 3 — 12 uktadu okresowego tworza blok
energetyczny d. Niektore pierwiastki pochodzace z tego obszaru rowniez zostaty
przebadane pod katem potencjalnego zastosowania jak domieszki w strukturze
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hydroksyapatytu. Modyfikacje jonami srebra, gléwnie ze wzglgdu na swoje
antybakteryjne wiasciwos$ci, wykorzystuje si¢ przede wszystkim w stomatologii oraz
ortopedii celem zapobiegania ryzyka infekcji zwigzanej z umieszczaniem
implantéw. Jednakze, nalezy zachowa¢ odpowiednie stezenie tego pierwiastka
z uwagi na potencjalne toksyczne dziatanie na organizm cztowieka. Wedtug badaczy
powinno ono wynosi¢ mniej niz 2%. Dzialanie przeciwdrobnoustrojowe przejawia
takze potaczenie cynku z hydroksyapatytem. Co wigcej, taka modyfikacja jest czgsto
wykorzystywana w celu przyspieszenia aktywnosci komorek kosciotworczych,
€O zwigzane jest z szybsza regeneracja tkanki. Z kolei, domieszkowanie jonami
miedzi wykazuje, oprocz wlasciwosci antybakteryjnych, dzialanie przeciwko
niektorym grzybom. Umozliwia takze adsorpcj¢ bialek oraz efektywnie wptywa na
wzrost kosci. Kolejnym pierwiastkiem mozliwym do wykorzystania jako
modyfikator jest mangan. Takie rozwigzanie znajduje zastosowanie w implantologii,
gdzie zwicksza sit¢ wigzania miedzy warstwg hydroksyapatytu a tytanowym
implantem, dodatkowo zwigkszajac odporno$¢ na korozje. Co najwazniejsze,
polaczenie to charakteryzuje si¢ dobrg biokompatybilnoscig. Wspomniany juz tytan
jest szeroko wykorzystywany w implantach, a jego domieszkowanie nadaje
strukturze wigksza twardo$¢, wytrzymalo$¢ i site wigzania. Znaczgce wlasciwosci
przejawia natomiast potaczenie Zelaza i hydroksyapatytu, a mianowicie niszczy
watrobowe komorki rakowe w procesie hipertermii. Dodatkowo, aktywuje dziatanie
osteoblastow. W onkologii duze znaczenie ma takze modyfikacja hafnem z uwagi na
jego antyrakowe dziatanie. Domieszkowanie jonami chromu jest rowniez mozliwe,
jednakze nalezy zwrdci¢ uwage na ilosci tego pierwiastka, gdyz stezenia powyzej
ok. 0,5% moga potencjalnie szkodzi¢ komérkom w organizmie. Satysfakcjonujace
dziatanie na regeneracje kosci wykazuje réwniez modyfikacja kobaltem, przy czym
proces ten zalezy od zastosowanego stezenia. Nieco odmienne wykorzystanie
przejawia potaczenie hydroksyapatytu z kadmem, ktdry znany jest ze swojej
szkodliwos$ci. Jednakze, takie rozwigzanie pozwala na poznanie mechanizméw jego
dziatania w organizmie. Z przeprowadzonych badan na rybach wysnuto wnioski,
iz zwigkszone ilosci kadmu uszkadzaja DNA w watrobie, ostatecznie prowadzac do
$mierci. Z kolei, domieszkowanie wolframem znaczaco przyczynia si¢ do dbatosci
0 srodowisko naturalne poprzez usprawnienie procesow adsorpcji niektorych
barwnikéw obecnych w systemach wodnych [11]. Zdolno$cia zastapienia jonow
wapnia w strukturze hydroksyapatytu charakteryzuja si¢ rowniez wybrane
pierwiastki z bloku energetycznego f. Lantan jako domieszka wplywa przede
wszystkim na stabilno$¢ i odporno$¢ materiatu. Zwigksza takze biokompatybilnosé.
Natomiast, zastosowanie ceru pozytywnie oddzialuje na metabolizm wewnagtrz
tkanek kostnych. Co wigcej, moze by¢ wykorzystany jako $rodek antyoksydacyjny,
badz jako sonda fluorescencyjna do obrazowania komdrkowego. Istotne znaczenie
w radioterapii ma prazeodym oraz samar. Dodatkowo, Sm znajduje zastosowanie
jako $rodek do leczenia ran i infekcji stawow. Niektore badania wykazaty, iz
domieszkowanie hydroksyapatytu europem nadaje materialowi wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych. Co wazne, takie polagczenie nabiera coraz wigkszego
znaczenia w dziedzinie nanolekow. Do medycznych zastosowan wykorzystywane sg
takze domieszki gadolinu, dysprozu ineodymu peligce rol¢ czynnikow
kontrastujacych w metodzie rezonansu magnetycznego [11].
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Whioski: Hydroksyapatyt to powszechnie znany material. Jednakze, jego
wlasciwosci nie zawsze spelniaja wymagania zwigzane z potrzebami ludzkosci
w wielu dziedzinach zycia. Wraz z rozwojem nauki opracowano nowe rozwigzania
poszerzajace horyzont zastosowan wspomnianego zwiazku. Duzo mozliwosci niosa
ze sobg domieszki innymi pierwiastkami. W zaleznoS$ci od zastosowanego jonu oraz
jego stezenia w strukturze hydroksyapatytu, takie rozwigzania znajduja
zastosowanie w wielu dziedzinach, gtdéwnie w ortopedii, czy tez medycynie. Wiele
modyfikowanych materialow wykazuje takze dziatanie antybakteryjne. Jest to
wazny aspekt w nauce, gdyz takie badania znaczaco przyczyniaja si¢ do
poprawienia komfortu zycia.
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PREPARATYKA | CHARAKTERYSTYKA
NANOKOMPOZYTOW STOSOWANYCH DO DEGRADACJI
ZANIECZYSZCZEN ORGANICZNYCH

K. KUCIO, B. CHARMAS, UMCS, Instytut Nauk Chemicznych, Wydzial Chemii,
Katedra Chromatografii, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Synteza mechanochemiczna (MChS) zaliczana do metod ,,zielonej
chemii” jest efektywng metoda preparatyki materialtow o pozadanych
wlasciwosciach fizykochemicznych, w tym fotokatalitycznych. Ponizsza praca
opisuje mozliwos¢ zastosowania wysokoenergetycznego mielenia w miynie
planetarnym do otrzymania fotokataliztorow aktywnych w zakresie $wiatta
widzialnego na bazie TiO, domieszkowanego jonami kobaltu. Wtasciwosci
fotokatalityczne uzyskanych nanokompozytéw zbadano w odniesieniu do wodnego
roztworu Safraniny T. Dodatkowo dokonano charakterystyki strukturalnej
materiatow.

Wprowadzenie: Od dawna ludzie borykaja si¢ z problemem zanieczyszczen wod.
Woda jest najwazniejszym surowcem niezbednym czlowiekowi do zycia. Juz
sladowe iloéci zanieczyszczen wod moga stanowi¢ zagrozenie dla prawidtowego
rozwoju fauny i flory, jak réwniez dla zdrowia, a nawet zycia ludzi. W zwiazku ze
wzrostem poziomu zycia oraz intensywnym rozwojem przemystu i gospodarki duza
grupe zanieczyszczen wod stanowig barwniki. Zwigzki te nie ulegajg biodegradacji
w $rodowisku oraz czgsto sg toksyczne i kancerogenne. Dlatego waznym aspektem
dziatalnosci ludzkiej jest konieczno$¢ usuwania ich z wod. Ilos¢ procedur
wykorzystywanych do oczyszczania wod stale rosnie i obecnie jest kierowana
w strone metod o duzym znaczeniu ekonomicznym. Niestety metody te czesto
charakteryzuja si¢ niska efektywnoscia, a wykorzystanie ich na skale masowa
wymaga stosowania znacznych ilosci materiatu, co z kolei generuje wysokie
naktady finansowe. Duze znaczenie w procesach oczyszczania wod odgrywaja
zaawansowane procesy utleniania, w tym fotokatalityczna degradacja barwnikow
w obecnos$ci $wiatlta widzialnego, ktéra umozliwia catkowita mineralizacjg
zanieczyszczen organicznych do prostych zwigzkoéw nieorganicznych [1].
Najczesciej jako fotokatalizatory wykorzystuje sie¢ polprzewodniki. Przykladem
takiego materiatu jest TiO,. Tlenek ten charakteryzuje sie wysokg energig pasma
wzbronionego, przez co wykazuje wysoka aktywnos$¢ fotokatalityczng w obecnosci
promieniowania UV. Dazy si¢ do tego, aby poprzez wprowadzenie odpowiedniej
domieszki, obnizy¢ energi¢ pasma wzbronionego potprzewodnika, co skutkowatoby
mozliwoscig skutecznego zastosowania tlenku tytanu (IV) w obecnosci $wiatta
widzialnego (Vis). Podczas produkcji fotokatalizatorow czgsto stosuje si¢ toksyczne
chemikalia, ktore dodatkowo oddziatuja negatywnie na srodowisko. Jedna z metod
syntezy fotokatalizatorow, ktora jest przyjazna dla $rodowiska  jest
mechanochemiczna synteza. Termin ,,mechanochemia” odnosi si¢ do przemian
chemicznych i fizyko-chemicznych zachodzacych w substancjach pod wptywem
energii mechanicznej [2]. Energia powstajaca podczas mielenia moze inicjowaé
reakcje chemiczne. Podczas zderzenia kul mielagcych czastki proszkow s3
wielokrotnie kruszone, splaszczane i ponownie spawane. Mechanochemiczna

217



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

synteza nie wymaga uzycia rozpuszczalnikow, wysokiej temperatury
i podwyzszonego ci$nienia [3]. Celem pracy byla mechanochemiczna synteza
materiatow o wilasciwosciach fotokatalitycznych umozliwiajagcych fotodegradacije
Safraniny T.

Cze$¢ eksperymentalna: Kompozyty przygotowano na bazie TiO, (P25, Aldrich)
z dodatkiem acetyloacetonianu kobaltu (acac-Co, POCH), stanowigcego zrddlo
domieszki. Syntez¢ materialdow prowadzono planetarnym miynie kulowym
»Pulverisette 7-premium Line” (Fritsch, Niemcy). Wszystkie probki syntetyzowano
z dodatkiem 20 ml wody redestylowanej, stosujac metod¢ mielenia ,,na mokro”.
Zastosowane kulki i naczynie mielace wykonane byly z SisN4. Przygotowano
6 materialdbw wykorzystujac rézne szybkosSci mielenia oraz rézng zawartosé
acac-Co: 0,2; 1 i 5% wag. w stosunku do TiO, (Tabela 1). Mechanochemiczng
syntez¢ prowadzono W czasie 60 minut przy réznych predkosciach obrotéw miyna:
250 lub 500 obr./min. Po syntezie materiaty suszono w temperaturze 100°C przez
12 godzin.

Tabela 1. Sktad probek, warunki syntezy mechanochemicznej oraz parametry strukturalne kompozytow.

Probka Sktad + H,0O (20 ml) | Szybkos$¢ obrotow SeeT V, R

miyna [obr./min] | [m%g] | [cm®g] | [nm]
T-Co00,250 TiO,=5g, 250 51,93 | 0501 | 19,29
T-C0,,500 acac-Co=0,06 g 500 50,33 | 0462 | 18,38
T-C0:250 TiO,=5g, 250 4553 | 0438 | 19,25
T-C0,500 acac-Co =0,305 g 500 4238 | 0465 | 21,95
T-C0s5250 TiO,=5g, 250 3343 | 0367 | 21,94
T-C0s500 acac-Co = 1,579 500 3371 | 0333 | 1975

Uzyskane materiaty zbadano pod katem aktywnosci fotokatalitycznej. Jako zrodto
$wiatta widzialnego zastosowano lampe z zamocowang zarowka ledowa. Modelowe
zanieczyszczenie stanowit wodny roztwér Safraniny T o stezeniu C = 1-10” mol/L.
Przed rozpoczeciem nas$wietlania przeprowadzono 30 minutowy etap adsorpcji
barwnika na fotokatalizatorze bez dostepu $wiatta. Po wigczeniu lampy
w okreslonych odstepach czasu pobierano stalg ilo$¢ roztworu i po separacji
fotokatalizatora mierzono stgzenie barwnika za pomoca spektrofotometru UV-Vis
(,,Helios Gamma”, Spectro-Lab, Polska) przy dlugosci fali A = 520 nm. Proces
fotokatalizy prowadzono przez 23 godziny. Dla otrzymanych probek wyznaczono
réwniez niskotemperaturowe izotermy adsorpcji/desorpcji N, (Micromeritics ASAP
2405, USA). Z danych izoterm adsorpcji azotu wyznaczono parametry struktury
porowatej (Sger, Vp, Ry) oraz funkcje rozktadu objetosci poréw wedhug ich érednich
promieni. Dodatkowo zastosowano skaningowa mikroskopi¢ elektronowa (SEM).

Wyniki: Na rysunku la przedstawiono krzywe odzwierciedlajace etap adsorpcji
barwnika na fotokatalizatorach. Poréwnujgc sam etap adsorpcji mozemy
zaobserwowaé, ze probki poddawane mechanochemicznej obrobce przy
zastosowaniu szybszych obrotow (500 obr./min) adsorbowatly wigcej barwnika
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w porownaniu do materiatéw mielonych z pr¢dkoscig 250 obr./min (Rys. 1a).
Najwiecej barwnika zaadsorbowato si¢ na materiale T-C0,,500 (Rys. 1a).

100 4
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i —-a—-- T-C0,500 N ——a—— T-Co,,500
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Rys.1. Wykres ilustrujacy etap 30 minutowej adsorpcji (2) oraz fotodegradacji Safraniny T (b)
w obecnosci otrzymanych materiatow.

W celu zbadania jedynie aktywno$ci fotokatalitycznej materialow jako stgzenie
wyjSciowe roztworu przyjeto stezenie barwnika po etapie adsorpcji (Rys.1b).
Wszystkie otrzymane kompozyty wykazywaly aktywnos$¢ fotokatalityczng pod
wplywem $wiatta widzialnego. Jak wynika z przebiegu krzywych najszybsza
degradacje barwnika zaobserwowano w przypadku materiatu o najnizszej zawartos$ci
acac-Co poddanego mechanochemicznej obrobcee z predkoscia 250 obr./min. Juz po
30 minutach naswietlania roztworu w obecnosci T-C0g ;250 stezenie ST zmniejszyto
sic 0 ~ 30%. Podczas na$wietlania roztworu przez 23 godziny najlepsze wyniki
uzyskano wtasnie w obecnos$ci materiatow T-C0g,250 i T-Co0,,500. Po tym czasie
stezenie Safraniny T w roztworze zmniejszylo si¢ prawie o potowe. Najmniejsza
aktywnos¢ fotokatalityczna wykazywata probka T-Co,250 (Rys.1b) .
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Rys.2. Niskotemperaturowe izotermy adsorpcji/desorpcji azotu (a) oraz funkcje rozktadu objetosci porow
dla wybranych materiatow.
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Z danych strukturalnych, przedstawionych w Tabeli 1 wynika, ze powierzchnia
wlasciwa probek (Sger) zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem zawarto$ci domieszki
w kompozycie. Acac-Co stanowi wypelnienie, ktore powoduje aglomeracj¢ czastek
TiO, w procesie mechanochemicznym i w efekcie, zmniejszenie Sger. Podobng
zalezno$¢ zaobserwowano réwniez w przypadku catkowitej objetosci pordw (V).
Wazrost szybkosci obrotow mtyna nie spowodowat istotnych zmian w warto$ciach
Sger. Izotermy zarejestrowane dla badanych materiatéw maja podobny przebieg,
dlatego na rysunku 2a pokazano jedynie przyktadowe krzywe dla kompozytow
C00,2250 i T-C05250. Ich przebieg wskazuje, ze zgodnie z klasyfikacjag IUPAC sg to
izotermy typu IV, charakterystyczne dla materialdw mezoporowatych, w porach
ktorych zachodzi zjawisko kondensacji kapilarnej. Potwierdzeniem istnienia
mezoporow s3 krzywe przedstawione na Rys. 2b, zawierajace wyraznie
wyksztalcone maksima przy wartosci promieni dominujacych ~20 nm.

Rys. 3. Zdjgcia SEM probki T-Co,500 przy powigkszeniu a) 2500x i b) 10000x.

Whioski: Zastosowanie mechanochemicznej syntezy w wysokoenergetycznym
miynie planetarnym umozliwia otrzymywanie materialdow wykazujacych
wlasciwosci  fotokatalityczne. Wszystkie otrzymane materialy wykazywaty
fotoaktywnos¢ w zakresie $wiatla widzialnego. Najwicksza aktywnoscia
fotokatalityczna odznaczaly si¢ materialy domieszkowane najmniejsza iloscig acac-
Co. Probki T-C0g,250 i T-C0,,500. Spowodowaly one 4—krotnie efektywniejszy
rozkltad Safraniny T w porownaniu do etapu fotolizy barwnika bez udziatu
kompozytéw. Materiaty uzyskane podczas mechanochemicznej syntezy
z predkoscig 500 obr./min wykazywaty wyzsza adsorpcje barwnika w poréwnaniu
do materiatdw mielonych z szybko$cig 250 obr./min. Wszystkie kompozyty
posiadaly charakter mezoporowaty.
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WPLYW ATMOSFERY PROCESU PIROLIZY NA
KREOWANIE STRUKTURY POROWATEJ WEGLI
AKTYWNYCH

M. ZIEZIO, B. CHARMAS, M. RACZKIEWICZ, UMCS, Instytut Nauk
Chemicznych, Wydzial Chemii, Katedra Chromatografii, Pl. Marii Curie-
Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Wegle aktywne otrzymywane sa w wyniku procesu pirolizy oraz
aktywacji materialdow zawierajacych wegiel. Produkt otrzymany w wyniku pirolizy
surowca wyjsciowego jest niecaktywny adsorpcyjnie oraz posiada bardzo stabo
rozwini¢ta powierzchni¢. W celu rozwinigcia powierzchni adsorbentu przeprowadza
si¢ proces aktywacji otrzymanego karbonizatu, ktérag mozna przeprowadzi¢ dwoma
sposobami, stosujac aktywacje fizyczna i/lub aktywacje chemiczng. Celem
prezentowanych badan byla analiza wptywu atmosfery procesu pirolizy na rozwoj
struktury porowatej wegli aktywnych. Jako prekursor do otrzymania materiatdw
weglowych wykorzystano szyszki $wierkowe. Pirolize prowadzono w utleniajacej
atmosferze dwutlenku wegla (100 ml/min) lub w obecnosci przegrzanej pary wodnej
(0,6 ml/min) z zastosowaniem posredniego etapu izotermicznego w 400°C (1h).
Szybko$¢ ogrzewania ukladu wynosita 10°C/min. W temperaturze konhcowej
(800°C) probki wygrzewano przez 2h. Wegle aktywne otrzymane w procesie
pirolizy, zostaly poddane dodatkowej modyfikacji hydrotermicznej przegrzang para
wodng przy wykorzystaniu promieniowania mikrofalowego jako zrodta energii. Do
charakterystyki otrzymanych materiatow wykorzystano niskotemperaturowa
adsorpcje/desorpcje azotu oraz analizg termiczna.

Wprowadzenie: Wegle aktywne moga by¢ wytwarzane z wielu materiatow
zwierajacych wegiel, w tym z organicznych materialdow odpadowych. Obecnie
wykorzystuje si¢ przede wszystkim odpady pochodzace z gospodarstw domowych
lub z rolnictwa jak rowniez produkty uboczne przemystu rolno-spozywczego.
Te stale pozostato$ci sg stosowane ze wzgledu na ich niski koszt, powszechny
dostep a takze znaczne ilosci. Do produkcji wegli aktywnych wykorzystuje si¢ na
przyktad pestki brzoskwini, oliwek, tupiny migdatow, fusy kawowe [1]. Dobor
odpowiedniego materialu wyj$ciowego jest bardzo wazny, poniewaz od rodzaju
i cech charakterystycznych uzytego prekursora zaleza wiasciwosci otrzymanych
materiatow weglowych, tj. struktura porowata czy ilo§¢ i rodzaj powierzchniowych
grup tlenowych. Jednakze powszechnie wiadomo, ze porowato$¢ wegla aktywnego
zalezy nie tylko od surowca uzytego jako prekursor ale rowniez od metody
aktywacji oraz przebiegu procesu pirolizy [1, 2]. Aktywacja jest kluczowym
krokiem do rozwinigcia struktur poréw materiatow weglowych otrzymanych
w procesie karbonizacji. Mozna jg przeprowadzi¢ dwoma sposobami, wykorzystujac
aktywacje fizyczng i aktywacje chemiczna [1, 3]. W przypadku aktywacji fizycznej
material uzyskany po karbonizacji jest aktywowany w celu rozwinigcia
i wzmocnienia struktury poréw przy uzyciu gazu utleniajacego. Najczesciej
stosowanymi czynnikami utleniajgcymi sg: para wodna, dwutlenek wegla, powietrze
lub mieszaniny tych gazéw. Reakcja z powietrzem przebiega w sposob
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egzotermiczny, dlatego trudno jest utrzymaé¢ odpowiednia, stala temperature.
Ponadto tlen jest agresywnym reagentem i stosowanie go jako czynnika
utleniajacego powoduje wiele trudnoéci. W wielu procesach aktywacja tlenem
prowadzona jest w niskich temperaturach oraz jest polaczona z dodatkowa obrobka
para wodna. Dlatego znacznie cz¢sciej wykorzystuje si¢ par¢ wodng oraz dwutlenek
wegla. Reakcje z wykorzystaniem pary wodnej lub dwutlenku wegla maja charakter
endotermiczny i wymagaja zakresu temperatur 700-950°C. Uwaza sig, ze szybkos¢
oddziatywania dwutlenku wegla z weglem w okre§lonej temperaturze jest o 30%
wolniejsza niz w przypadku reakcji z parg wodng [1, 2, 4]. Jednakze czgsto
wolniejszy przebieg reakcji umozliwia lepszg kontrole procesu.

Czes$¢ eksperymentalna: Jako material wyjsciowy do otrzymania wegli aktywnych
wykorzystano szyszki $wierkowe (Swierk pospolity Picea abies). Przed
przystgpieniem do badan prekursor przemywano w wodzie redestylowanej oraz
suszono (100°C/24h). Nastepnie material rozdrobniono mechanicznie i przesiano.
Do badan wybrano frakcje 1-2 mm. Karbonizacj¢ prowadzono w atmosferze
dwutlenku wegla (100 ml/min) przy naroécie temperatury 10°C/min. Zastosowano
pirolize¢ wicloetapowa wprowadzajac 1-godzinny etap izotermiczny w 400°C.
W temperaturze koncowej (800°C) probki wygrzewano przez 2h (procedura 1). Dla
czeSci materialu (procedura 2), aktywacje w 800°C prowadzono dodatkowo
w obecnosci przegrzanej pary wodnej (0,6 ml/min). Otrzymane w procesie pirolizy
wegle aktywne, zostaly poddane modyfikacji hydrotermicznej przegrzang para
wodna przy wykorzystaniu promieniowania mikrofalowego jako zrédla energii
(probki: AC-1 MKF i AC-2 MKF). Proces prowadzono w czasie 60 minut, przy
100% mocy reaktora oraz w zakresie cisnien 77-80 atmosfer. Do charakterystyki
otrzymanych materiatdw wykorzystano niskotemperaturowa adsorpcje/desorpcje N,
oraz analiz¢ termiczna.

Whyniki: W tabeli 1 przedstawiono podstawowe charakterystyki strukturalne oraz
stopient wypatu (Youypan) Wyznaczony dla badanych wegli aktywnych. Jak mozna
zaobserwowac Yoyypar, dla probki AC-2 wynosit okoto 88%. Tak wysoki wynik moze
$wiadczy¢ o znacznej stracie materialu weglowego a rownoczesnie sugerowac duza
porowato§¢ otrzymanych wegli aktywnych. W przypadku probki AC-1,
pirolizowanej jedynie w utleniajacej atmosferze dwutlenku wegla, stopien wypatu
jest mniejszy i wynosi ok. 75%. Roznica wartosci stopnia wypatu (~13%) wskazuje,
ze wegiel aktywny ulega utlenianiu w obecnosci pary wodnej bardzo efektywnie.

Tabela 1. Charakterystyki strukturalne otrzymanych adsorbentow.

Nazwa probki | Sger [m%g] | Smiko [m%g] | Volcm¥g] |Vmiwo[cm¥g/| Ry [nm] Yorypatu

AC-1 630,6 505,4 0,291 0,206 0,92 74,91
AC-1 MKF 820,7 548,4 0,421 0,228 1,03 -

AC-2 7351 416,1 0,548 0,177 1,49 87,88
AC-2 MKF 863,9 469,0 0,539 0,199 1,25 -

Mozna zatem stwierdzi¢, ze dolgczenie pary wodnej jako dodatkowego czynnika
aktywacyjnego jest bardzo efektywne. Mniejszy rozmiar czasteczek H,O umozliwia
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szybsza dyfuzje przez kanaliki porow jak roéwniez tatwiejszy dostegp
do mikroporéw. Na podstawie analizy przedstawionych wartosci, mozna
zaobserwowaé, ze piroliza prowadzona w obecnosci przegrzanej pary wodnej
przebiega znacznie efektywniej niz proces W atmosferze CO, Otrzymany materiat
(AC-2) charakteryzuje si¢ bardzo dobrze rozwinigta powierzchnig Sger = 735,1
m?/g i objetoscig pordw V, = 0,548 cm*/g. Nieco gorsze parametry uzyskano
w przypadku wegla aktywnego otrzymanego zgodnie z procedurg 1 (Sger = 630,6
m?/g, V, = 0,291 cm®/g). Dodatkowa modyfikacja para wodna przy uzyciu energii
mikrofal spowodowata wzrost powierzchni wiasciwej w przypadku wszystkich
materialow. Wszystkie otrzymane materialy weglowe charakteryzujg si¢ strukturg
mikro/mezoporowata (Tab. 1).
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Rys.1. Niskotemperaturowe izotermy adsorpcji/desorpcji azotu (a) oraz krzywe rozktadu objetosci porow
(b) wyznaczone dla badanych wegli aktywnych.

Ksztalt izoterm (Rys. 1a) zarejestrowanych dla badanych wegli to izotermy typu 1V
charakterystyczne dla materiatow mezoporowatych. Wyjatek stanowi izoterma dla
AC-1, bardzo zblizona do typu I, jednak widoczna jest stabo wyksztalcona petla
histerezy, Swiadczaca o obecno$ci niewielkiej ilo§ci mezoporow. Po modyfikacji
promieniowaniem mikrofalowym (AC-1 MKF) na izotermach (typu 1V) pojawita si¢
dobrze wyksztatcona petla histerezy $wiadczaca o tym, ze otrzymany materiat jest
mezoporowaty. Utlenianie w obecnosci pary wodnej spowodowalo lepsze
rozwinigcie struktury porowatej. Izoterma wyznaczona dla materialu AC-2 to
izoterma typu IV, charakterystyczna dla materialow mezoporowatych. Widoczna
wyraznie wyksztalcona petla histerezy typu H2 wskazuje na wystgpowanie poréw
o ksztalcie butelkowym. Ten sam typ izoterm mozna zaobserwowac dla materiatu
AC-2 MKF. Ksztalt krzywych rozktadu objetosci poréw wzgledem $rednich
promieni (Rys. 1b) jest charakterystyczny dla materiatlow o jednorodnym rozktadzie
poréw 0 rozmiarze porow dominujacych Rgom ~ 2nm. Jest to rozmiar graniczny
mikro/mezoporéw. Na rysunku 2 przedstawiono wyniki analizy termicznej dla
otrzymanych materialow. Na podstawie przebiegu krzywych TG (Rys. 2a) mozna
zauwazy¢, ze wegle aktywne otrzymane w wyniku pirolizy prowadzonej
w atmosferze CO, lub przegrzanej pary wodnej sa stabilne termicznie do
temperatury okoto 400°C natomiast materialy poddane dodatkowej modyfikacji
promieniowaniem mikrofalowym do ~450°C. W temperaturze okoto 500°C
rozpoczyna si¢ proces spalania przebiegajacy z rdzna predkoscig, natomiast
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w 1000°C proces ten nie jest jeszcze zakonczony. Potwierdzeniem tych zmian sa
krzywe DTG (Rys. 2b) oraz DTA (Rys. 2¢). Na krzywych DTG (Rys. 2b) mozna
zaobserwowaé piki, ktoére potwierdzaja strat¢ masy w okreSlonym zakresie
temperatur.
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Rys.2. Przebieg krzywych TG (a), DTG (b) i DTA (c) dla otrzymanych wegli aktywnych.

Krzywe DTA (Rys. 2¢) obrazujg efekty energetyczne zachodzacych proceséw. Wraz
ze wzrostem temperatury na krzywych mozna zaobserwowaé wyrazne piki, ktore sa
zwigzane z egzotermicznym procesem spalania wegla. Jak wynika z przebiegu
krzywych, maksima pikow sg wyraznie ,,przesunigte” w lewo co oznacza, ze proces
spalania dla poszczegdlnych probek rozpoczynat sie w roznej temperaturze.

Whioski: Przeprowadzone badania pozwolily stwierdzi¢, ze zastosowanie zarOwno
utleniajacej atmosfery dwutlenku wegla jak i przegrzanej pary wodnej powoduje
otrzymanie wegli aktywnych o bardzo dobrze rozwinigtej powierzchni oraz
strukturze porowatej. Na podstawie analizy przedstawionych danych mozna
zaobserwowaé, ze aktywacja z wykorzystaniem H,O jest bardziej efektywna.
W pordéwnaniu do CO,, para wodna charakteryzuje si¢ mniejszym rozmiarem
czasteczek, co umozliwia tatwiejsza dyfuzj¢ przez sie¢ porow a takze tatwiejszy
dostep do mikroporéw. Otrzymano materialy o Sger = 735,1 m?/g i objetosci porow
V, = 0,548 cm’/g. Zastosowanie modyfikacji para wodng wspomagang energia
promieniowania mikrofalowego spowodowato dodatkowe rozwiniecie powierzchni
badanych wegli aktywnych. Analiza termiczna potwierdzita, ze materialy te byly
stabilne termicznie do temperatury ~400°C-450°C. Stabilno$¢ termiczna zalezata od
zastosowanej atmosfery prowadzenia procesu pirolizy a takze dodatkowo
przeprowadzonej modyfikacji.
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BADANIE CHEMII POWIERZCHNI WEGLI AKTYWNYCH
Z SZYSZEK SWIERKU (Picea abies) METODA
MIARECZKOWANIA POTENCJOMETRYCZNEGO

B. CHARMAS, M. RACZKIEWICZ, M. ZIEZIO, UMCS, Wydzial Chemii,
Katedra Chromatografii, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Zanieczyszczenie wody stanowi obecnie problem globalny. Jego gtéwna
przyczyna jest ciagly rozwdj przemyshu, dzialalno$¢ cztowieka oraz rolnictwo.
Dlatego uwaga naukowcow skupia si¢ na opracowaniu sposobow oczyszczania wod
oraz wytworzeniu materiatdw, dzicki ktorym taki efekt moze zosta¢ osiagnigty.
Szczegdlne miejsce zajmuja tu wegle aktywne (AC). Skuteczno$¢ oczyszczania
zalezy gtownie od charakterystyki strukturalnej i chemicznego charakteru
powierzchni wegli aktywnych. Wiasciwosci te mozna zmieniaé przez zastosowanie
réznego rodzaju modyfikacji wegla aktywnego. Celem pracy byto otrzymanie wegli
aktywnych przy uzyciu szyszek $wierkowych (Picea abies) jako prekursora materii
weglowej. Wegle aktywne otrzymano w procesie pirolizy oraz modyfikacji para
wodng  wspomagang promieniowaniem  mikrofalowym. Dla uzyskanych
adsorbentoéw, na podstawie danych izoterm adsorpcji/desorpcji N, wyznaczono
parametry strukturalne oraz okreslono powierzchniowe grupy funkcyjne metoda
miareczkowania potencjometrycznego (Boehma).

Whprowadzenie: Wegiel aktywny (AC) to amorficzny material weglowy o wysokim
stopniu porowatosci 1 bardzo dobrze rozwinigtej powierzchni z licznymi
funkcyjnymi grupami tlenowymi [1]. W zaleznos$ci od uzytego prekursora wegiel
aktywny zawiera ok. 85-95% wegla pierwiastkowego, za$ pozostalg cze$¢ stanowig
heteroatomy (najczesciej tlen, wodor i azot) oraz domieszki mineralne. Heteroatomy
obecne na powierzchni wegla aktywnego pochodza z materialu wyj$ciowego
uzytego do produkcji, metody otrzymania (aktywacji) oraz zastosowanych procesow
modyfikacji. Zawarto$¢ heteroatoméw moze byC¢ zmieniana poprzez np.
wygrzewanie w wysokich temperaturach w prozni lub atmosferze gazu obojetnego
[2]. Heteroatomy zwigzane z powierzchnig tworza zwykle grupy funkcyjne. Na
powierzchni AC sg to grupy o charakterze zasadowym lub kwasowym, do ktérych
zalicza si¢: karboksylowe, laktonowe, fenolowe oraz karbonylowe [3]. Wegle
aktywne znalazty szerokie zastosowanie w technologii oczyszczania wody. Sorbenty
te sa stosowane do usuwania zanieczyszczen organicznych takich jak: zwigzki
fenolowe, farmaceutyki, pestycydy, barwniki itp. Wykorzystuje si¢ je rowniez do
usuwania zanieczyszczen nieorganicznych i metali cigzkich. Przebieg procesu
adsorpcji zanieczyszczen na weglu aktywnym zalezy od kilku czynnikow, m.in.
rodzaju grup funkcyjnych, wielkosci i iloSci poréw, powierzchni wiasciwej,
rozpuszczalnosci 1 polarnosci adsorbatu, temperatury i czasu kontaktu. Grupy
funkcyjne znajdujace si¢ na powierzchni AC warunkujg ich wlasciwosci
adsorpcyjne, elektrochemiczne, katalityczne, utleniajgco-redukujace i inne [4].
Powierzchniowe grupy tlenowe mozna oznacza¢ réznymi metodami. Do najczgsciej
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stosowanych metod naleza metoda Boehma, spektroskopia w podczerwieni
z transformacja Fouriera (FTIR), spektroskopia fotoelektronow (XPS),
termograwimetria (TGA) i programowana termodesorpcja (TPD) [5].

Czes$¢ eksperymentalna: Do otrzymania wegli aktywnych uzyto szyszki §wierku
pospolitego Picea abies. Szyszki oczyszczono woda redestylowang i suszono
w temperaturze 100°C przez 24h. Nastgpnie szyszKi zmielono i przesiano przez sita
o $rednicy 2mm i lmm. Do dalszych badan wykorzystano frakcje powyzej 1mm.
Piroliz¢ materialu wyj$ciowego prowadzono w reaktorze kwarcowym w utleniajacej
atmosferze CO, podawanego z szybkos$cig 70 ml/min (AC-CO,) oraz w atmosferze
N, podawanego z szybkoscig 90 ml/min (AC-N,). Materiat ogrzewano z szybkoScia
narostu temperatury 10°C /min do 800°C. W tej temperaturze probki ogrzewano
przez 2 godziny, po czym uktad chlodzono do temperatury 20°C. Otrzymane
w procesie pirolizy adsorbenty weglowe poddano modyfikacji przegrzang parg
wodna przy uzyciu promieniowania mikrofalowego (MKF, Reaktor mikrofalowy
Nano 2000 Plazmatronika, Polska). Proces prowadzono przez 60 minut przy 100%
mocy reaktora w zakresie ci$nien 47-50 atmosfer (AC-CO,-MKF) oraz 77-80
atmosfer (AC-CO,-MKF') i (AC-N,-MKF). W celu okreslenia chemicznego
charakteru powierzchni otrzymanych wegli aktywnych wykorzystano metode
miareczkowania potencjometrycznego Boehma. Pomiary wykonano za pomoca
aparatu 716DMS Titrino (Metrohm). Dla oceny i analizy struktury badanych wegli
wyznaczono niskotemperaturowe izotermy adsorpcji-desorpcji azotu oraz krzywe
rozktadu objgtosci porow wzgledem ich $rednich promieni.

Wyniki: W Tabeli 1 zestawiono podstawowe parametry strukturalne otrzymanych
adsorbentow weglowych. Na podstawie analizy ponizszych wynikow, mozna
stwierdzi¢, ze proces pirolizy w atmosferze N, przebiega tak samo efektywnie jak
piroliza w utleniajacej atmosferze CO,. Modyfikacja przegrzang parg wodng przy
uzyciu promieniowania mikrofalowego dodatkowo powoduje wzrost powierzchni
wlasciwej Sger 1 catkowitej objetosci porow Vi, otrzymane materialy charakteryzuja
si¢ struktura mikroporowata. Otrzymane materiatly charakteryzuja si¢ struktura
mikroporowata, co doskonale wida¢ po wartosciach sredniego promienia poréw Ry;.

Tabela 1. Charakterystyka strukturalna otrzymanych wegli aktywnych.

Probka Seer [M%g] V, [em¥/g] R¢ [nm]
AC-CO, 666,9 0,313 0,94
AC-CO,-MKF 740,9 0,374 1,01
AC-CO,-MKF' 821,6 0,422 1,03
AC-N, 674,0 0,329 0,98
AC-N, -MKF 835,9 0,419 1,00

Dla badanych wegli aktywnych wyznaczono izotermy typu IV (Rys. la i 1b), ktére
sg charakterystyczne dla materiatdéw porowatych. Widoczne petle histerezy typu H2
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wskazuja na obecno$¢ mezoporow butelkowatych oraz szczelin  migdzy
plaszczyznami o réznym wzajemnym nachyleniu. Mozna zauwazy¢, ze izotermy
adsorpcji/desorpcji azotu (Rys. 1b) dla modyfikowanych wegli aktywnych AC-CO,-
MKF' i AC-N, majg podobny przebieg, co wskazuje na podobienstwo struktury
pomimo innej atmosfery ich aktywacji.
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Rys. 1. Izotermy adsorpcji/desorpcji azotu dla wegli AC-CO, i AC-N; (a) i dla wegli aktywnych po
modyfikacji mikrofalowej: AC-CO,-MKF, AC-CO,-MKF' i AC-N,-MKF (b) oraz odpowiednie krzywe
rozktadu objetosci porow (c) i (d).

W Tabeli 2 przedstawiono wyniki badan tlenowych grup funkcyjnych obecnych na
powierzchni otrzymanych wegli aktywnych. Na podstawie uzyskanych wynikow
mozna stwierdzi¢ obecno$¢ grup o charakterze kwasowym i zasadowym, jednak
W przewazajacej czgsci sa to grupy kwasowe. Sposrdd grup kwasowych wystepuja
tylko grupy fenolowe. Dodatkowa modyfikacja MKF spowodowata wzrost ilosci
grup zasadowych dla wszystkich otrzymanych wegli aktywnych. Wigkszy wzrost
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grup zasadowych uzyskano przy modyfikacji MKF przy zastosowaniu mniejszego
ci$nienia 47-50 atmosfer (AC-CO,-MKF). Modyfikacja MKF spowodowata wzrost
ilosci kwasowych grup fenolowych dla wegli uzyskanych w procesie pirolizy
w utleniajacej atmosferze CO, oraz zmniejszenie ilosci tych grup dla wegli
uzyskanych w procesie pirolizy w atmosferze N,

Tabela 2. Chemiczny charakter powierzchni wegli aktywnych.

Nazwa probki Grupy zasadowe [mgR/g] Grupy kwasowe fenolowe
[mgR/g]
AC-CO; 0,8888 2,0722
AC-CO, -MKF 1,5244 2,2188
AC-CO, -MKF 0,9260 2,2501
AC-N, 0,8977 2,1441
AC-N; -MKF 1,2345 1,8961

Whioski: Szyszki $wierkowe (Picea abies) sa dobrym prekursorem do produkcji
wegli  aktywnych. Otrzymane wegle charakteryzuja si¢ dobrze rozwinigta
powierzchnig wlasciwg Sget i strukturg porow. Ksztalty izoterm adsorpcji/desorpcji
azotu i krzywych rozkladu poréw wskazuja na mikro/mezoporowaty charakter
badanych materiatdw. Zastosowanie modyfikacji przegrzana parg wodna
wspomagang promieniowaniem mikrofalowym spowodowalo znaczne rozwinigcie
pola powierzchni wilasciwej Sger. Analiza chemii powierzchni za pomocy
miareczkowania potencjometrycznego metoda Boehma wykazata, ze otrzymane
wegle aktywne zawieraja na swojej powierzchni tlenowe grupy funkcyjne, gtownie
0 charakterze kwasowym. Piroliza prowadzona w atmosferze N, okazata si¢ tak
samo efektywna w rozwijaniu powierzchni wegli aktywnych jak w atmosferze CO,,
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BADANIE WEASCIWOSCI ADSORPCYJNCH BIOWEGLI
AKTYWNYCH W UKLADZIE MIESZANYCH
ADSORBATOW: Pb(Il), PAA, TRITON X-100

M. GECA', M. WISNIEWSKA', P. NOWICKI? Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie, Wydzial Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra
Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, Pl. Marii Curie-Sktodowskiej 3, 20-031
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Abstrakt: W pracy podano krotka charakterystyke biowegli oraz wegli aktywnych,
a takze przedstawiono kierunki ich najczgstszych zastosowan. Zamieszczono
rowniez wyniki badan dotyczacych mozliwosci adsorpcyjnego usuwania jonéow
ofowiu(ll), poli(kwasu akrylowego) - PAA i Tritonu X-100 z jedno-
i wielosktadnikowych uktadow adsorbatéw z roztworéw wodnych przy uzyciu
dwoch wegli aktywnych uzyskanych z ziela skrzypu polnego. Rézne procedury
preparatyki materiatow weglowych (odmienne sposoby przemywania po procesie
ich aktywacji) doprowadzily do uzyskania adsorbentdw réznigcych si¢ nie tylko
parametrami teksturalnymi, ale rowniez wilasciwosciami kwasowo-zasadowymi
powierzchni. Miato to swoje bezposrednie przelozenie na mechanizm adsorpcji
i ilo$¢ zwiazanego polimeru, surfaktantu i metalu cigzkiego, a w konsekwencji na
ich efektywne wydzielenie z fazy cieklej.

Wprowadzenie: Wegiel aktywny to adsorbent charakteryzujacy si¢ znacznym
rozwinigciem powierzchni wilasciwej w przeliczeniu na jednostke masy. Jego
wyjsciowe wilasciwosci hydrofobowe pozwalaja na adsorpcj¢ gltownie czasteczek
niepolarnych, jednak ze wzgledu na tatwo$¢ modyfikacji jego powierzchni,
mozliwo$ci te rozszerzaja si¢ na czasteczki o réznym charakterze chemicznym.
Wegiel aktywny moze by¢ otrzymywany z drewna, torfu, wegla kamiennego oraz
brunatnego [1]. W ostatnim czasie duzg popularno$cig cieszg si¢ rOwniez materialy
odpadowe, takie jak pestki owocow, tupiny orzechéw, trociny, odpady
z przetworstwa rolno-spozywczego oraz nadziemne cze$ci roslin. W przypadku
pozyskania wegla aktywnego z prekursora pochodzenia naturalnego, czyli tzw.
biomasy, okresla si¢ go mianem biowggla. Z uwagi na wiele potencjalnych
surowcow mogacych stuzyé do wytworzenia tego adsorbentu oraz na tatwosé
modyfikacji jego powierzchni znalazt on szerokie zastosowanie w wielu galgziach
przemyshu, rolnictwie oraz ochronie $rodowiska. Najbardziej powszechnym
zastosowaniem wegla aktywnego jest jego uzycie w filtrach wody. Wykorzystywany
jest zarowno w butelkach i dzbankach stuzacych do filtrowania wody kranowej jak
i w duzych instalacjach uj¢¢ wody wodociagowej. Adsorbent ten umozliwia
usunigcie z roztworow wielu rodzajow zanieczyszczen. Jony metali ciezkich, dostaja
sic do wody najczeSciej wskutek nieodpowiedniego sktadowania i utylizacji
odpadow. Z kolei pestycydy przedostajg si¢ do zbiornikow wodnych na skutek ich
nieodpowiedniego i nadmiernego nawozenia [2]. Substancje humusowe wystepujace
w glebach bogatych w prochnice, w sposéb naturalny migruja do wod gruntowych.
Wszystkie te sktadniki nie powinny by¢ spozywane, a wiec rowniez znajdowac si¢
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w wodzie wodociggowej. Skuteczne ich usunigcie umozliwia proces adsorpcji na
powierzchni wegla aktywnego. Biowegle stosowane sa w procesie kompostowania,
w ktorym ze wzgledu na swoja struktur¢ porowata odpowiedzialne sa za
zwigkszenie retencji wody oraz ulatwienie dostgpu tlenu do nizszych warstw
kompostownika. Ich obecnos¢ zwigksza réwniez zawarto$¢ mikroelementow oraz
sktadnikéw odzywczych w mieszance kompostowej. Ze wzgledu na ich naturalny
charakter, sktadnik ten nie musi by¢ usuwany z kompostu przed jego
wykorzystaniem, co stanowi ich niewatpliwie istotng zalete i utatwia wykorzystanie
mieszanki kompostowej [3]. Najwazniejszym zastosowaniem tych adsorbentow
w rolnictwie jest ich dodawanie do gleb w celu poprawy zyzno$ci gruntow.
Wptywaja one na pH podloza oraz jego pojemno$¢ wodna, a takze zatrzymujg na
swojej powierzchni metale cigzkie, ktoére moga by¢ obecne w glebach.
Uniemozliwia to wbudowywanie tych pierwiastkach w struktury roslin, co
pozytywnie wplywa na wielko$¢ i jakos¢ plonow [4]. Biowegle ograniczajg rowniez
emisj¢ tlenkow azotu i wegla oraz metanu z gleb, co wptywa na zmniejszenie
zawartosci gazow cieplarnianych w atmosferze [5]. Wegle aktywne ze wzgledu na
fatwo$¢ modyfikacji ich powierzchni stanowia idealne adsorbenty dla mieszanin
o0 bardzo zr6znicowanym sktadzie. Dlatego sa one szeroko stosowane w procesach
oczyszczania Scickow. Wykorzystywane sg do oczyszczania odpadow ptynnych
z metali cigzkich, barwnikow, a takze oleistych sktadnikow ropy naftowej [6].
Wprowadzenie adsorpcji na weglu aktywnym jako jednego z etapdw oczyszczania
scickow umozliwia usunigcie z nich wielu szkodliwych zanieczyszczen.
Oczyszczenie i separacja mieszanin gazowych na skale przemystowa réowniez
odbywa si¢ z wykorzystaniem wegla aktywnego. Z uwagi na mozliwos$¢ jego
regeneracji stanowi on adsorbent, ktdry nie przyczynia si¢ do zwickszania produkcji
odpaddéw. Moze by¢ stosowany w procesach cyklicznych, w ktérych bezposrednio
po adsorpcji nastgpuje desorpcja, co umozliwia jego ponowne wykorzystanie
w bardzo krotkim odstepie czasu. Stanowi to rozwiagzanie niezwykle korzystne ze
wzgledoéw ekologicznych [7]. Porowate materialy weglowe znajdujg roéwniez swoje
zastosowanie w budowie elektrod superkondensatoréw, wykorzystywanych jako
magazyny energii. Im wigksza powierzchnia elektrody, tym wigksza pojemnosc
superkondensatora. Wegle aktywne doskonale sprawdzaja si¢ w tej funkcji nie tylko
ze wzgledu na korzystne parametry tekstualne, ale rowniez obecno$¢ w swojej
strukturze atoméw o hybrydyzacji sp®, ktére pozytywnie wplywaja na
przewodnictwo pradu elektrycznego [8]. Wegle aktywne w ostatnim czasie sa
réwniez szeroko stosowane w przemysle kosmetycznych. Na rynku dostgpnych jest
wiele preparatéw (maseczek, zeli, peelingdw oraz kremoéw do twarzy, a takze past
do zebdw) zawierajacych ten sktadnik. Kosmetyki te skutecznie zwalczajg tradzik,
ograniczaja nadmierne wydzielanie sebum przez skore oraz ja oczyszczaja. Wegiel
aktywny w pastach do zgbow petni natomiast funkcje wybielajacg. Gtownym celem
przeprowadzonych badan bylo okreslenie mozliwosci jednoczesnego usuwania
polimeru anionowego (poli(kwasu akrylowego) — PAA), surfaktantu niejonowego
(Tritonu X-100) oraz metalu cigzkiego (Pb(II)) przy uzyciu biowegli uzyskanych
z ziela skrzypu polnego. Eksperymenty przeprowadzono w nowatorski sposob,
poniewaz oznaczono ilosciowo adsorpcj¢ na ciele statym kazdego ze sktadnikow
ztozonej mieszaniny adsorbatow. Prowadzenie badan w tak skomplikowanych
uktadach jest w pelni uzasadnione, poniewaz s3 one bardziej zblizone sktadem do
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realnych S$ciekdw 1 pozwalaja na zdefiniowanie mechanizméw rzadzacych
procesami ich usuwania z fazy cieklej.

Czes$¢ eksperymentalna: Wegle aktywne otrzymano poprzez rozdrobnienie ziela
skrzypu polnego, a nastepnie jego aktywacje z uzyciem pary wodnej, przez 60 min
w temperaturze 800°C. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej ciato state
podzielono na dwie porcje. Jedng z nich przemywano goracg woda
demineralizowang do obojetnego pH, w ten sposéb uzyskano wegiel oznaczony
jako SK_H,O. Drugg cze$¢ przemywano przez 10 min, pod chtodnicg zwrotna,
wrzacym 10% kwasem solnym. Nastgpnie saczono na lejku ze spiekiem Go6,
a potem przemywano goragcg woda demineralizowang do uzyskania obojetnego pH.
Uzyskany wegiel oznaczony symbolem SK HCI. Oba ciata stale suszono przez 12
godzin w temperaturze 120°C. W kolejnym etapie wyznaczono wielkos¢ adsorpciji
poli(kwasu akrylowego) — PAA, Tritonu X-100 oraz jonow otowiu(ll) na
powierzchni obu biowegli. Pomiary prowadzono w jedno-, dwu- i trdj-
sktadnikowych uktadach adsorbatéw w obecnosci elektrolitu podstawowego (NaCl
o stezeniu 0.001 mol/dm®), z jednoczesnym okresleniem ilosci zwigzanego
polimeru, surfaktantu oraz metalu ciezkiego w ukladach mieszanych. St¢zenia
poczatkowe wszystkich sktadnikow wynosity 100 ppm, pH roztworu bylo rowne 5
(brak zjawiska wytracania wodorotlenku otowiu), a temperatura procesu 25°C.
W celu wyznaczenia wielkos¢ adsorpcji zastosowano metoda statyczng, polegajaca
na okresleniu réznicy w stezeniu substancji przed i po procesie jej adsorpcji
(trwajacej 24 godziny). W przypadku polimeru oraz surfaktantu ich stezenia zostaty
wyznaczone z wykorzystaniem spektrofotometrii UV/VIS, przy uzyciu spektrometru
Carry 1000 (Varian). Absorbancja roztworow Tritonu X-100 mierzona byta
bezposrednio przy dlugosci fali 270 nm, natomiast w przypadku PAA konieczne
byto przeprowadzenie barwnej reakcji kompleksowania z hyamina (pomiar przy
dhugosci fali 500 nm) [9]. Z kolei stezenie jonéw otowiu(Il) oznaczono metoda
optycznej spektrometrii emisyjnej z plazma sprzezong indukcyjnie, z uzyciem
analizatora iCAP™ 7200 ICP-OES (Thermo Scientific).

Wyniki: Rezultaty pomiaréw wielko$ci adsorpcji poszczegdlnych adsorbatow
w prostych i mieszanych uktadach adsorbatéw zaprezentowano w tabeli 1. Warto
wspomnie¢, ze punkty tadunku zerowego (pzc) zastosowanych wegli aktywnych
przypadaty przy warto$ciach pH 9,1 dla SK_H,O oraz 3,6 dla SK_HCI, co stanowi
potwierdzenie odpowiednio zasadowej i kwasowej natury tych adsorbentow. Zatem
w roztworach o pH 5, powierzchnia biowegla SK_H,0 byta obdarzona tadunkiem
dodatnim, natomiast SK_HCI — ujemnym. To wilasnie z powodoéw korzystnych
warunkow elektrostatycznych kationy olowiu(ll) wykazywaty znacznie wigksza
adsorpcj¢ na powierzchni wegla SK HCI, niezaleznie od obecno$ci pozostatych
sktadnikow roztworu. Z kolei poli(kwas akrylowy) w ukladach mieszanych
adsorbatow rowniez wykazywal wicksza adsorpcje na powierzchni SK HCI,
natomiast w przypadku gdy polimer wystepowal samodzielnie wicksza wielkosé
adsorpcji  obserwowano dla biowegla SK H,O (ze wzgledu przyciaganie
elektrostatyczne PAA-ciato state). Niejonowy Triton X-100 niezaleznie od sktadu
roztworu posiadat pordwnywalne i niezbyt wysokie powinowactwo adsorpcyjne do
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obu wegli aktywnych (uzyskano najnizsze warto$ci iloSci zaadsorbowanej
surfaktantu sposrod wszystkich badanych adsorbatow).

Tabela 1. Wielko$¢ adsorpcji poszczegolnych adsorbatéw w roznych uktadach adsorpcyjnych.

Uktad adsorpcyjny Wielkos¢ adsorpcji [mg/g]
Pb(11) PAA Triton X-100

SK_H,0 + Pb(Il) 51,85 - -

SK_HCI + Pb(ll) 69,02 - -

SK_H,0 + PAA - 57,71 -

SK_HCI + PAA - 40,26 -
SK_H,0 + TRT - - 20,32
SK_HCI + TRT - - 19,29

SK_H;0 + Ph(Il) + PAA 99,79 72,17 -

SK_HCI + Ph(Il) + PAA 148,79 195,79 -
SK_H,0 + Pb(Il) + TRT 97,44 - 17,67
SK_HCI + Pb(Il) + TRT 106,41 - 16,57
SK_H,0 + PAA + TRT - 22,94 15,19
SK_HCI + PAA + TRT - 28,12 18,79
SK_H,O0+Pb(Il)+PAA+TRT 99,71 72,85 14,36
SK_HCI+Pb(I1)+PAA+TRT 183,29 187,72 13,06

Skuteczno$¢ adsorpcji poli(kwasu akrylowego) wzrastala znaczaco w uktadach
zwierajacych kationy otowiu(Il), co jest zwigzane z tworzeniem kompleksow
polimer-metal (o naturze zardbwno wewnatrz-, jak i miedzyczasteczkowej). Proces
ten zachodzi bardzo efektywnie ze wzgledu na elektrostatyczne przycigganie
ujemnie natadowanych grup karboksylowych PAA z kationami metalu cigzkiego
i moze prowadzi¢ do powstawania wielowarstwy adsorpcyjnej. Obecno$¢ Tritonu
X-100 negatywnie wplywata na ilo$¢ zwigzanego polikwasu w dwusktadnikowych
uktadach adsorbatow, co moze by¢ czeSciowo spowodowane ich wzajemnym
oddziatywaniem konkurencyjnym, badz blokowaniem miejsc aktywnych ciata
stalego przez mniejsze czasteczki surfaktantu.

Whioski: Otrzymane wegle aktywne mogg by¢ z powodzeniem zastosowane jako
adsorbenty w procesie jednoczesnego usuwania jonéw metali cigzkich, surfaktantow
oraz polimeréw z roztworéw wodnych. Najbardziej efektywnym ukladem w tym
wzgledzie okazat si¢ by¢ SK_HCI+Pb(I1)+PAA+Titon X-100, dla ktérego proces
adsorpcji obejmowal rézne mechanizmy poczawszy od sit elektrostatycznych,
tworzenia wigzan chemicznych (kompleksy metal-polimer) i wodorowych,
a konczac na oddziatywaniach hydrofobowych.
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BIOWEGIEL MODYFIKOWANY KWASEM
ASKORBINOWYM JAKO EFEKTYWNY ADSORBENT
TETRACYKLINY

A. TOMCZYK, K. SZEWCZUK-KARPISZ, Z. SOKOLOWSKA, Instytut
Agrofizyki im. Bohdana  Dobrzanskiego  Polskiej =~ Akademii  Nauk,
ul. Do$wiadczalna 4, 20 — 290 Lublin.

Abstrakt: Biowegiel produkowany jest podczas procesu pirolizy réznego rodzaju
biomasy. Zazwyczaj material ten charakteryzuje si¢ wysoka zdolno$cia adsorpcyjna
wzgledem rdznego rodzaju jonow i czasteczek. W niniejszej pracy przedstawiono
pojemnos¢ adsorpcyjna biowggla oraz jego zmodyfikowanej odmiany wzgledem
powszechnie stosowanego antybiotyku — tetracykliny. Biowggiel byt otrzymany
Z tusek stonecznika w temperaturze 650°C, a jego modyfikacje przeprowadzono za
pomoca roztworu kwasu askorbinowego. Na podstawie przeprowadzonych badan, tj.
charakterystyki powierzchniowej biowegli oraz pomiarow wielkosci adsorpcji
tetracykliny, stwierdzono, ze modyfikacja biowegla zwigkszyta powinowactwo
powierzchni ciata statego do adsorbowania antybiotyku i usuwania go ze $rodowisk
wodnych.

Wprowadzenie: Obecnie ok. 100-200 000 ton antybiotykow jest konsumowanych
rocznie na calym §wiecie [1]. W ostatnich latach substancje te byly w sposob ciagly
uwalniane do $rodowiska, bez zadnych ograniczen. Ich staly doptyw do srodowiska
sprawia, ze ich dziatanie kumuluje si¢ i moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla
ekosysteméw wodnych i mikroorganizmow. Tetracykliny sg drugg najczeSciej
wystepujaca grupa antybiotykdw i1 sg stosowane w leczeniu roéznych chordb
zakaznych [2]. Ich obecno$¢ w $rodowisku wodnym moze powodowaé rdzne
reakcje alergiczne oraz rozwoj patogenéw opornych na antybiotyki, ktore moga
zagraza¢ funkcjonowaniu ekosystemu i zdrowiu cztowieka. W zwigzku z tym coraz
czesciej odczuwalna jest potrzeba wydajnego systemu umozliwiajacego usuwanie
tych zwiazkow ze srodowiska wodnego. W tym celu opracowano wiele metod oraz
technologii do oczyszczania gleb czy $ciekow. Najbardziej efektywne
w dekontaminacji okazaty si¢ adsorbenty pochodzenia weglowego (np. biowegiel)
[3].

Biowegiel jest drobnoziarnistym karbonatem o wysokiej zawartosci wegla,
otrzymywanym w procesie pirolizy rdéznego rodzaju biomasy m.in. roslin
energetycznych (np. miskant, wierzba), obornika bydlecego, odpadoéw lesnych,
biomasy rolniczej (glownie kukurydze i1 rzepak), odpadéw z przetworstwa
spozywczo-rolniczego (np. tuski ryzowe, stonecznikowe), w temperaturze od 100 do
900°C [3,4]. Istotnymi cechami przektadajacymi sie bezposrednio na zdolnosci
adsorpcyjne biowegli sa: dobrze rozwinieta powierzchnia wiasciwa, struktura
porowata (pory o rozmiarach od nano- do mikrometrow) oraz duza zawarto$é
powierzchniowych grup funkcyjnych [3,4]. Wiasciwosci fizykochemiczne biowggla
umozliwiaja jego zastosowanie jako materialu poprawiajacego jako$¢ réznego
rodzaju srodowisk wodnych.
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Cze$¢  eksperymentalna: Celem do$wiadczenia bylo okreslenie wptywu
modyfikacji biowegla na jego zdolnos$ci adsorpcyjne wzgledem tetracykliny. Cel ten
zrealizowano poprzez analiz¢ wilasciwosci powierzchniowych biowegla oraz
adsorpcji rownowagowej w ukladzie biowggiel-tetracyklina. Wszystkie pomiary
przeprowadzono w trzech powtorzeniach, a punkty wykresow uzyskano
z usrednienia danych. Do badan wykorzystano bioweggiel (BC) wyprodukowany
przez firm¢ NTT (New Technology Trade) w Polsce z tusek stonecznika
w temperaturze 650°C. Modyfikacje biowegla (BCV) dokonano trzema etapami.
Pierwszy etap to bylo zmieszanie adsorbentu z 1 M wodnym roztworem kwasu
askorbinowego i1 poddanie uzyskanej suspensji ultradzwickom przez 15 minut.
Nastepnie wytrzasano zawiesing przez 24 godziny. Kolejno, suspensje
przefiltrowano i przemyto trzy razy woda zdemineralizowang. Charakterystyka
powierzchniowa BC oraz BCV obejmowata m.in. oznaczenie zawartos$ci
powierzchniowych grup funkcyjnych metoda Boehm’a, wyznaczenie zmiennego
fadunku powierzchniowego za pomoca miareczkowania potencjometrycznego przy
pH=10, analiz¢ widm FTIR, a takze wyznaczenie powierzchni wiasciwej, catkowitej
objetosci pordow, objetosci mikroporow i $redniej $rednicy poréw za pomoca
sorptomatu  ASAP 2420. Widma FTIR badanych probek zarejestrowano na
spektrofotometrze FTIR (Tensor 27, Bruker) w zakresie 400 — 4000 cm™. Adsorpcje
tetracykliny przeprowadzono w temperaturze pokojowej (20°C + 2°C). BC i BCV
(50 mg) dodano do 9 mL roztworu tetracykliny (1, 3, 5, 10, 15i 20 mg/L) i 1 mL
0,01 M roztworu CaCl,. Suspensje wytrzasano za pomocg rotatora laboratoryjnego
przez 24 h. Po wytrzasaniu, mieszaniny przefiltrowano przez saczki papierowe.
Stezenia niezaadsorbowanej tetracykliny analizowano za pomoca chromatografii
cieczowej HPLC (UltiMate 3000, Dionex).

Whyniki: Analiza charakterystyki powierzchniowej BC 1 BCV zostata zestawiona
w Tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka BC i BCV (Q —zmienny fadunek powierzchniowy, Sget — powierzchnia
wlasciwa, Vea — calkowita objeto$¢ poréw, Vim — objeto$é mikroporow, Iy, - Srednia $rednica porow)

Grupy Grupy Grupy
fenolowe karboksylowe | laktonowe
[mmol/kg] [mmol/kg] [mmol/kg]

Typ SBET Vcal Vm e Q
probki | [m%g] | [em®g] | [cm¥g] | [nm] | [cmol/kg]

BC 7,02 0,06 0,04 35 48,9 0,70 0,10 2,10

BCV | 0,13 0,001 | 0,001 | 364 57,7 0,40 0,40 2,30

Biowegiel z tusek stonecznika charakteryzuje si¢ wyzsza powierzchnia wiasciwa
(7,02 m?/g), wyzsza catkowita objetoscia poréw (0,06 cm?/g) i mikroporow (0,04
cm®g). Natomiast modyfikacja biowegla za pomoca kwasu askorbinowego
spowodowala zwigkszenie warto$ci zmiennego tadunku powierzchniowego o 1,18
razy, §rednicy poréw (o 10,4 razy) oraz zawarto$ci powierzchniowych grup
funkcyjnych (o 1,07 razy). Na Rysunku 1 przedstawiono widma w podczerwieni
badanych biowegli. Uzyskano pasma absorpcji typowe dla biowegli.
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Rys. 1. Charakterystyka widm FTIR BC oraz BCV.

Szerokie pasmo wystepujace w zakresie ~3000-3750 cm™ pochodzi od drgan
rozciagajacych grupy hydroksylowej —OH, z kolei pasmo migdzy 2818-2980 cm™ —
od rozciggajacych drgan C—H grupy metylowej i metylenowej. Widma biowegli
wykazaly rowniez obecno$é pasma pomiedzy 1500-1730 cm® dotyczacego
aromatycznych drgan rozciggajacych C=C i rozciagajacych C=0 pochodzacych od
koniugowanych ketonow oraz chinonéw. Wyrazny sygnat rejestrowany przy 1387
cm? jest reprezentatywny dla drgan rozciagajacych C-C w piercieniu
aromatycznym. Pasma pomiedzy 485 a 840 cm™ przypisano drganiom
aromatycznym C-H poza ptaszczyzna. W przypadku BCV pojawienie si¢ pasma
dotyczgcego drgan rozciggajacych C—C w pier§cieniu aromatycznym, wskazuje na
zwigkszenie zawarto$ci zwigzkéw aromatycznych w badanym materiale. Rysunek 2
przedstawia uzyskane eksperymentalne krzywe adsorpcji tetracykliny na
powierzchni obu biowegli.

®BC MBCV

Adsorpeja [mg/g]

C, [mg/L]

Rys. 2. Eksperymentalne krzywe adsorpcji tetracykliny (Ce-stezenie rownowagowe).

Do opisania eksperymentalnych danych adsorpcji antybiotyku na bioweglu uzyto
modeli izoterm adsorpcji Langmuira i Freundlicha. W Tabeli 2 zatgczono uzyskane
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parametry dopasowania danych eksperymentalnych do modelowych izoterm
adsorpcji.

Tabela 2. Parametry izoterm adsorpcji tetracykliny na BC i BCV

Izoterma Langmuira I1zoterma Freundlicha
Typ probki K. Q K,
" R? " n 1/n R?
[L/mg] [mg/g] [mg/g(L/mg)*"]
BC 2,03 1,10 0,96 0,05 0,71 0,96
BCV 1,44 1,29 0,95 0,07 0,74 0,98

Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze izoterma Freundlicha lepiej opisuje
adsorpcje tetracykliny (R®>0.96). Wartosci parametru 1/n byly ponizej 1, co
swiadczylo o niejednorodno$ci powierzchni biowegli. Obliczona z danych
eksperymentalnych skuteczno$¢ BC w usuwaniu tetracykliny ze srodowisk wodnych
wyniosta 38%, a BCV — 53%. Mozna zatem stwierdzié, ze modyfikacja adsorbentu
przez kwas askorbinowy miata pozytywny wplyw na zdolno$¢ adsorpcyjna
adsorbentu. BCV ma wigkszy zmienny tadunek powierzchniowy niz BC, co
przektada sie na jego wieksza zdolnos¢ do wymiany kationow i adsorpcji wigkszej
ilosci tetracykliny. Zmienny tadunek powierzchni pochodzi od powierzchniowych
grup karboksylowych, fenolowych i laktonowych. Im wigksza liczba tych grup, tym
wyzsza warto$¢ Q i oczywiscie wigksza zdolno$¢ adsorpcyjna. Powierzchniowe
grupy funkcyjne oddziatujg z czasteczkami antybiotyku poprzez wymiang jonowa,
interakcje van der Waalsa i tworzenie wigzan wodorowych. Z drugiej za$ strony
tetracyklina zawiera atomy wodoru, ktore sa kwasami Lewisa i przez to interakcje
miedzy adsorbatem i adsorbentem moga mie¢ charakter reakcji kwasowo-
zasadowych.

Whioski: Wysoki zmienny fadunek powierzchniowy oraz wysoka ilociowa
zawarto$¢ powierzchniowych grup kwasowych przyczyniajg si¢ do wysokich
pojemnosci adsorpeyjnych biowegla wzgledem tetracykliny. Eksperymentalne dane
adsorpcji rownowagowej sa dobrze opisywane przez izoterm¢ Freundlicha.
Modyfikacja kwasem askorbinowym podwyzsza zdolno$¢ adsorpcyjna biowegla
otrzymanego z tusek stonecznika, dzigki czemu otrzymany materiat BCV moze by¢
wykorzystany jako efektywny adsorbent tetracykliny.
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ZASTOSOWANIE BIOSORBENTU I ZYWICY
JONOWYMIENNEJ DO USUWANIA JONOW TORU

J. IWAN', A. GLADYSZ-PLASKA', Z. HUBICKI', M. KUTYLA?
M. TRYTEK?, 'UMCS, Wydziatl Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra
Chemii Nieorganicznej, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin; 2 UMCS,
Wydzial Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra
Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej, ul. Akademicka 19 20-033 Lublin

Abstrakt: Tor jest pierwiastkiem, ktérego wystgpowanie na ziemi jest wigksze niz
uranu. Jego najpowazniejsze wykorzystanie wigze si¢ z energetyka jadrows, czemu
towarzyszy niestety skazenie $rodowiska z udziatem tego pierwiastka. Do gléwnych
zrodet tych zanieczyszczen nalezg przerobka i skladowanie paliwa jadrowego,
awarie reaktorow jadrowych oraz stosowanie metod jadrowych w medycynie
i przemysle. Z uwagi na fakt, ze tor moze powodowa¢ w organizmie czlowieka
powazne uszkodzenia narzadoéw a nawet $mieré poszukuje si¢ réznych sposobow
usuwania go ze Sciekéw jadrowych. W pracy pordwnane zostaly dwa sorbenty,
naturalna grzybnia i syntetyczny wymieniacz jonowy w odniesieniu do usuwania
jonow toru z roztwordw wodnych.

Wprowadzenie: Tor zostat odkryty w 1828 roku przez szwedzkiego chemika Jonsa
Jacoba Berzeliusa [1]. Jest radioaktywnym pierwiastkiem z szeregu aktynowcOw
[2]. Znajduje sie¢ on w 3 grupie uktadu okresowego pierwiastkow, a jego liczba
atomowa wynosi 90 [2]. Wystepuje naturalnie w niskich st¢zeniach w skorupie
ziemskiej. Do mineratow z ktorych mozna pozyskiwaé tor naleza: toryt, torianit,
monacyt, cyrkon oraz samarskit [3]. W czystej postaci jest srebrzystobiatym,
ciezkim metalem. W formie sproszkowanej posiada wiasciwosci piroforyczne [4].
Tor reaguje z parg wodna, weglem , azotem, tlenem i wodorem w wysokiej
temperaturze. Nie ulega utlenieniu przy chwilowym kontakcie z powietrzem,
natomiast przy dlugotrwatym dziataniu powietrza, powoduje matowienie metalu.
Stopien utlenienia toru w zwiazkach wynosi +4. W roztworach wodnych jony tego
pierwiastka sg bezbarwne. Odpornos¢ korozyjna wykazuje czysty tor metaliczny na
dziatanie wody, natomiast silng korozj¢ toru wywotuje wodor nawet przy niskich
temperaturach. Wta$ciwosci toru nie zaleza od obrobki mechanicznej i cieplnej oraz
ze wzgledu na budoweg krystaliczng jest on niepodatny na dziatanie
napromieniowania w reaktorze [3]. Pierwiastek ten wystepuje w $rodowisku
naturalnym niemalze w 100% jako izotop posiadajacy 142 neutrony. Inne odmiany,
ktére maja 137, 138, 140, 141 i 144 neutrondw pojawiajg si¢ w sposob znikomy,
natomiast izotopy ktorych liczba neutronéw wynosi 136, 139 oraz 143 s3
syntezowane W sposOb sztuczny. Najbardziej rozpowszechnionym oraz
najtrwalszym izotopem tego pierwiastka jest Tor-232, jego czas potowicznego
rozpadu wynosi okoto 14 milionéw lat [5]. Tor posiada dwie odmiany alotropowe:
o — do 1400 °C oraz B — powyzej 1400 °C. Scentrowane krawedziowo krysztaty
szeScienne posiada odmiana o, natomiast odmiana [ przestrzennie scentrowane
krysztaty szeScienne [3]. W bliskiej przysztosci tor ma sta¢ si¢ bardzo
energetycznym paliwem do elektrowni atomowych. Znajduje on szerokie
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zastosowanie w elektronice oraz w przemysle optycznym. Metaliczny tor uzywa si¢
w lampach elektronowych  do pokrywania drucikéw wolframowych oraz
W aparatach wysokoprozniowych jako adsorbent gazow [3]. Moze by¢ on rowniez
dodawany do elementow ceramicznych, takich jak tygle, aby staly si¢ one bardziej
odporne na ciepto, a takze moze by¢ dodawany do szkta refrakcyjnego, w celu
uzyskania mniejszych i doktadniejszych obiektywow aparatow fotograficznych.
Ponadto jest stosowany w pretach spawalniczych i zarnikach zarowek elektrycznych
aby poprawi¢ wydajno$¢ produktéw [4]. Tor na ziemi jest liczniejszy oraz tanszy
niz uran [6]. Jest jednym z wazniejszych zasobéw w energetyce jadrowej. Podczas
jego wydobycia i wykorzystania, wytwarzana jest duza ilos¢ Sciekow z udzialem
tego pierwiastka[7-9]. Do gtownych Zrdodet tych zanieczyszczen nalezg przerobka
i sktadowanie paliwa jadrowego, awarie reaktorow jadrowych oraz stosowanie
metod jadrowych w medycynie i przemysle[8]. Jezeli $cieki nie zostang
odpowiednio oczyszczone z radioaktywnego pierwiastka, moga powodowaé
powazne zanieczyszczenia wody. Skazenie radioaktywne jest mniej zauwazalne niz
inne zanieczyszczenia, lecz mimo to nie mozna lekcewazy¢ szkod spowodowanych
tymi $ciekami. Spozycie substancji chemicznych zawierajacych tor moze
spowodowaé w organizmie cztowieka powazne uszkodzenia narzadow ludzkich,
a w ciezkich przypadkach moze wywota¢ raka lub nawet spowodowac $mier¢. Ze
wzgledu na to separacja toru(IV) odgrywa wazng rol¢ w rozwigzywaniu problemow
zwigzanych z zanieczyszczeniem $ciekow zawierajacych tor. Obecnie do
powszechnie stosowanych metod oczyszczenia S$ciekow zawierajacych ten
radioaktywny pierwiastek naleza: metoda ekstrakcji, metoda jonowymienna, metoda
chemicznego wytracania, metoda adsorpcyjna oraz metoda separacji membranowej.

Cze$é eksperymentalna: Celem pracy bylo zbadanie i porownanie zdolnosci
adsorpcyjnych w stosunku do jondéw toru sorbentu naturalnego otrzymanego
z grzybni oraz syntetycznego handlowego wymieniacza jonowego Purolite MZ10,
firmy Purolite Corporation. Otrzymano izotermy adsorpcji jonow toru na
wymienionych adsorbentach w dwoch temperaturach 20 1 60°C w zakresie stgzen od
0,2 do do 1 mmol/L stosujac nawazki 0,05g i 1g odpowiednio z grzybni i purolitu
oraz 50 ml roztworu. Czas kontaktu fazy statej z roztworem wynosit 6 godzin.
Zbadano rowniez wptyw pH na proces sorpcji w zakresie pH od 2 do 10 przy
stgzeniu jonow toru wynoszacym 0,5 mmol/L. Po 6 godzinach kontaktowania faz na
wytrzasarce mechanicznej roztwory zostaly przesaczone , stosujac saczki twarde.
W przesaczach oznaczono spektrofotometrycznie stgzenie jondéw toru metoda
Arsenazo I11.

Whyniki: Przeprowadzone badania miaty na celu okre$lenie i poréwnanie zdolnosci
sorpcyjnych dwoch roéznych sorbentow. Jednym z nich byla grzybnia naturalna,
pozyskana ze zbioréw lesnych w okolicy Lublina. Material ten zostal wcze$niej
wysuszony, a nastgpnie zmielony. Kolejnym sorbentem byta zywica jonowymienna
Purolit MZ10. Jest to dostepny w handlu komercyjny produkt firmy Purolite
Corporation. Porownujac wielko$¢ adsorpcji jonow toru na powyzszych materiatach
stwierdzono, ze naturalna grzybnia byla lepszym sorbentem niz purolit. W wyniku
przeprowadzonych badan otrzymane zostaly o rzad wielkoSci wigksze wartosci
adsorpcji. Wykorzystujac popularne modele izoterm adsorpcji, czyli model
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Freundlicha, Langmuira, Langmuira-Freundlicha oraz Dubinina- Radushkevicha
wyliczono teoretyczne parametry adsorpcji jondéw toru na poszczegdlnych
sorbentach. Najwyzszg wartosé wspotczynnika korelacji R? dla grzybni otrzymano
w przypadku modelu Langmuira-Freundlicha i wynosit 0,96-0,98. Wyliczona
teoretyczna warto$¢ adsorpcji maksymalnej na tym materiale wynosita prawie 0,001
mol/g. W przypadku purolitu najlepiej opisywat dane eksperymentalne model
Langmuira, R*=0,98. Wyznaczona za pomoca tego modelu warto$¢ adsorpcji
maksymalnej byta bliska warto$ci eksperymentalnej i wynosita 4,98-10°° mol/g. Dla
modelu Langmuira-Freundlicha uzyskano nieznacznie stabsze dopasowanie,
R?=0,9, natomiast wyznaczona warto$¢ adsorpcji maksymalnej byla wyzsza od
danych eksperymentalnych i wynosita 1,2-10* mol/g. Kolejnym parametrem, ktory
wyznaczony zostat za pomocag modeli izoterm adsorpcji byt parametr
heterogenicznosci powierzchni, czyli parametr n. Warto§¢ n wyznaczona za pomoca
modelu Langmuira-Freundlicha dla grzybni, miescita si¢ w zakresie 0,1 — 1, co
swiadczy o duzej niejednorodnosci powierzchni sorbentu. W przypadku purolitu
natomiast warto$¢ tego parametru byta powyzej 1, co sugeruje bardziej
homogeniczng energetycznie powierzchni¢. Za pomocg modelu Dubinina-
Radushkevicha wyznaczona zostata warto$¢ energii dla poszczegdlnych uktadow
adsorpcyjnych. Wynosita ona 16-17 kJ/mol dla grzybni | natomiast dla purolitu byta
nieznacznie nizsza 12-13,5 kJ/mol. Otrzymane wartoSci energii pozwalaja
wyciggna¢ wniosek dotyczacy mechanizmu adsorpcji, w ktorym dominuje
chemisorpcja i wymiana jonowa. Badanie izoterm adsorpcji zostalo przeprowadzone
w dwéch temperaturach 20 i 60°C. Z powyzszych danych wynika, Zze adsorpcja
jonéw toru na badanych materiatach jest reakcja endotermiczna, gdyz stwierdzono
nieznaczny wzrost adsorpcji wraz z podwyzszaniem temperatury uktadu. Kolejnym
waznym czynnikiem, ktérego wptyw na proces adsorpcji jest bardzo duzy jest pH
roztworow. Badanie wplywu przeprowadzono w zakresie pH od 2 do 10.
Stwierdzono wzrost adsorpcji do pH=3, po czy ustalila si¢ ona praktycznie na
statym poziomie dla wszystkich badanych uktadow. Intersujace sa zmiany wartosci
pH roztworéw rownowagowych. W przypadku grzybni w catlym zakresie pH
poczatkowego 2-10, warto§¢ pH w roztworach rownowagowych ustalata si¢ na
poziomie 6-6,5, podczas gdy dla purolitu warto$¢ ta byta duzo nizsza i wynosita
3,5-4. Taka zmiana pH podczas procesu adsorpcji §wiadczy o duzym udziale reakcji
wymiany z jonami hydroniowymi H;O" oraz hydroksylowymi OH", jako jonami
konkurencyjnymi dla jonéw toru. Na podstawie badania wplywu czasu na proces
sorpcji jonow toru stwierdzono, ze rownowaga ustala si¢ po uptywie 1 godziny dla
grzybni oraz po 2 godzinach dla purolitu.
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Rys. 3. Wplyw pH na sorpcj¢ jondéw toru na grzybni i purolicie.

Whioski: Podsumowujac uzyskane wyniki nalezy stwierdzié, ze grzybnia naturalna
okazala si¢ bardziej efektywnym sorbentem dla jonéw Th(IV). Otrzymano adsorpcje
maksymalng na poziomie 0,001 mol/g podczas gdy dla purolitu 0,0001 mol/g.
Szybciej si¢ rowniez ustala rownowaga adsorpcji dla grzybni po uplywie niespeina
1 godziny, natomiast w przypadku purolitu po 2 godzinach.
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ADSORPCJA JAKO EFEKTYWNA METODA USUWANIA
ZANIECZYSZCZEN

A. WOLOWICZ, G. GIZA, UMCS, Wydzial Chemii,
Nieorganicznej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Katedra Chemii

Abstrakt: Zanieczyszczenie metalami cigzkimi stalo si¢ obecnie jednym
z najpowazniejszych probleméw s$rodowiskowych. Oczyszczanie wod i $Sciekow
z metali cigzkich jest przedmiotem szczegélnej troski ze wzgledu na ich odpornosé
i trwalo$¢ w $rodowisku oraz zdolno$¢ akumulacji i toksyczno$é. W ostatnich
latach, rozne metody usuwania metali cigzkich ze Sciekow byly szeroko badane.
W niniejszej pracy dokonano przegladu aktualnych metod stosowanych do
oczyszczania $ciekow z metali cigzkich, ich podziatu i oceny. Z literatury
przedmiotu wynika, Zze wymiana jonowa i adsorpcja sg najcze$ciej badanymi
metodami oczyszczania §ciekow zawierajacych metale cigzkie.

Wprowadzenie: Dostepnos¢ do czystej wody kontroluje wigksza czes¢ swiatowej
gospodarki. Odpowiednie zaopatrzenie w wod¢ jest niezbedne dla rolnictwa,
spozycia przez ludzi, przemyshu, a takze rekreacji. Istnieje wiec wielka potrzeba
oczyszczania wody i §ciekow ze szkodliwych zanieczyszczen. Oczyszczanie wody
na potrzeby spozycia przez ludzi polega na usuwaniu zanieczyszczen chemicznych
takich jak, na przyktad metale ciezkie, zanieczyszczen biologicznych — bakterii,
wirusow oraz zawiesin i gazéw [1]. Proces oczyszczania §ciekow sktada si¢ na ogot
z kilku etapow, ktdre taczg w sobie procesy fizyczne, chemiczne i/lub biologiczne
oraz operacje usuwania zanieczyszczen statych [2] (Tabela 1).

Tabela 1. Etapy oczyszczanie $ciekdw [2].

Etap oczyszczania Wykorzystywane procesy Metody

wstepne oczyszczanie lub
obrobka wstepna

fizyczne i mechaniczne

sedymentacja, koagulacja

oczyszczanie podstawowe

fizykochemiczne i chemiczne

wytracanie, flokulacja

oczyszczanie wtorne lub
doczyszczanie

chemiczne i biologiczne

adsorpcja, filtracja

trzeci etap oczyszczania lub
koncowe oczyszczanie

fizyczne i chemiczne

utlenianie, filtracja membranowa

obrobka utworzonego szlamu

fizykochemiczne

recykling, spalanie

Istnieje wiele technik oczyszczania $ciekdw, ktore mozemy podzieli¢ na metody
konwencjonalne, metody o ugruntowanej pozycji oraz stosunkowo nowe metody.
Wybdr danej metody uzalezniony jest od wiasciwosci $ciekow i sktadu $ciekdw.
Podzial technik grup oczyszczania $ciekow przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Podziat dostepnych technik stosowanych do usuwania zanieczyszczen [2-4].

Konwencjonalne O ugruntowanej pozycji Nowe

koagulacja/flokulacja, wytracanie| utlenianie, ekstrakcja, spalanie, |biosorpcja, biomasa, adsorpcja na
filtracja, odwrocona osmoza, | odparowanie, wymiana jonowa, | niekonwencjonalnych ciatach
adsorpcja ekstrakcja rozpuszczalnikowa statych, nanofiltracja

Jedna z najbardziej skutecznych i najczgséciej stosowanych technik jest adsorpcja na
adsorbentach roznego typu. Technika ta charakteryzuje si¢ prosta konstrukcja
urzadzen, ktoéra nie wymaga duzych nakladéow finansowych, moze by¢ szeroko
stosowana do usuwania zardwno zanieczyszczen nieorganicznych jak
i organicznych, a takze duza rdznorodnoscig adsorbentow, ktore moga byé
wykorzystywane w tej technice. Wszystkie te zalety daja adsorpcji znaczng
przewage nad pozostatymi metodami fizykochemicznymi usuwania zanieczyszczen
z wod i $ciekow (tabela 3) [2, 5].

Tabela 3. Zalety i wady konwencjonalnych metod oczyszczania $ciekow [1-2, 5].

Metoda Zalety Wady
wysoka skutecznosé¢, mozliwos¢ usuwania stopniowe pogarszanie si¢ zdolnosci
szerokiej gamy zanieczyszczan, prosta |adsorpcyjnych adsorbentow, zuzyte adsorbenty
adsorpcja instalacja, szeroka gama dostgpnych wymagaja regeneracji lub utylizacji,
adsorbentow, mozliwo$¢ automatyzacji wytwarzanie produktow odpadowych,
procesu, szybka kinetyka wysokie koszty
usuwanie wszystkich czasteczek nie jest mozliwe odseparowanie czasteczek
filtracja o rozmiarach wigkszych od $rednicy 0 tym samym rozmiarze, mogg by¢ wymagane
porow duze réznice poréw
niski koszt inwestycyjny, prostota procesu, duze koszty operacyjne, duze ilosci
wytracanie duza wydajnos¢, wysoka wydajnosé powstajacego osadu oraz duze koszty jego
usunigcia
$rednie koszty eksploatacji, wysoka wysokie cisnienie, duze zuzycie energii,
odwrdcona | wydajno$¢ usuwania, brak dodatkow membrany wymagaja okresowej wymiany
osmoza chemicznych, niewielkie zmiany pH, i regeneracji
prosta obshuga, przyjazna dla srodowiska
prostota procesu, niski koszt inwestycyjny,| duze ilosci powstajacego osadu oraz koszty
koagulacja duza r6znorodnos$¢ niezbednych jego usunigcia, brak mozliwosci wielokrotnego
chemikaliow wykorzystywania chemikaliow

Separacja wybranych czasteczek przy wykorzystaniu proceséw adsorpcyjnych
opiera si¢ na zdolnosci pewnych ciat stalych do koncentrowania na swojej
powierzchni okreslonych substancji z roztworow ciektych Iub gazowych. Ciato state
jest nazywane adsorbentem, natomiast roztwor adsorbatem [6]. Adsorpcja jest
procesem powierzchniowym, udzial w procesie bierze tylko powierzchnia
adsorbenta, a adsorbat nie wnika do jego struktury. Czasteczki z fazy cieklej moga
si¢ laczy¢ z powierzchniag adsorbenta poprzez oddziatywania fizyczne lub
chemiczne, w zaleznosci od tego czy przyleganie do powierzchni zachodzi ze
wzgledu na sity fizyczne czy adsorbat jest chemicznie zwigzany z adsorbentem
[6-8]. Obok adsorpcji wymiana jonowa odgrywa rowniez istotng role w usuwaniu
zanieczyszczen. Wymieniacze jonowe sa wielkoczasteczkowymi, najczesciej
stalymi, nierozpuszczalnymi w wodzie i wielu innych rozpuszczalnikach
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substancjami zdolnymi do wymiany wlasnych ruchliwych jonéw na jony
pochodzace z otaczajacego je elektrolitu. Z chemicznego punktu widzenia
substancje te sg polikwasami, polizasadami lub polikwasami i polizasadami. Jony
adsorbatu sg przyciagane elektrostatycznie do centrow aktywnych znajdujacych si¢
na powierzchni adsorbenta lub w jego porach, natomiast jony zajmujace te micjsca
przechodza do roztworu [8-10]. Adsorpcja jest zalezna od wielu czynnikow,
zwlaszcza od temperatury, pH oraz warunkow redoks. Jednak kluczowym
czynnikiem jest powierzchnia wlasciwa adsorbenta. Im jest ona wigksza, tym
adsorbent ma wigksza zdolnos¢ do adsorpcji zanieczyszczen. Z tego wzgledu za
najlepsze adsorbenty uznaje si¢ substancje porowate lub materialty o duzej
powierzchni na jednostke objetosci [7]. Ze wzgledu na wielkos¢ porow adsorbenty
mozemy podzieli¢ na mikroporowate (promien efektywny <1,5-10° m),
mezoporowate (promien efektywny od 1,5-10° do 2-10” m) oraz makroporowate
(promien efektywny > 2:107 m). Innym kryterium podziatu jest pochodzenie
adsorbentow. Na tej podstawie wyrdzniamy sorbenty: naturalne, potsyntetyczne,
syntetyczne, pochodzenia naturalnego o zmienionej strukturze (adsorbenty
modyfikowane) oraz odpady rolnicze, produkty uboczne pochodzace z przemystu
czy biosorbenty (Tabela 4) [11-12].

Tabela 4. Przyktady sorbentoéw [11-12].

Rodzaj adsorbenta
mikroporowate

Przyktady

zeolity, wegle aktywne

mezoporowate zel krzemionkowy
makroporowate sadza
naturalne trociny, drewno

pochodzenia naturalnego o zmienionej strukturze |aktywowane wegle, tlenek glinu, Zel krzemionkowy

polimerowe adsorbenty, zeolity, glinokrzemiany

syntetyczne

odpady rolnicze i produkty uboczne przemystowe pestki, tuski, skorki, plewy, popioty lotne

grzyby, bakterie, algi, glony

biosorbenty

Tabela 5. Przyktady wymieniaczy jonowych wykorzystanych do usuwania metali cigzkich.

Metal Jonit Procent usunigcia, Pojemnos$¢ maksymalna Literatura
Chelex 100, % R cuqry =68 % 55,88 mg Cu(ll)/g
Cu(l iminodioctowe GF % R zoy =84 % -
- [14-15]
Zn(I1) Amberlite IRC 748, | % R cyuy = 65 % 69,85 mg Cu(ll)/g
iminodioctowe GF % R zna) =82 % 28,12 mg Zn(ll)/g
Ni(ll) Purolite S 950 ) 18,42 mg Ni(ll)/g [16]
Co(l1) aminofosfonowe GF 5,39 mg Co(ll)/g
Amberlite IRC 748 % R znay =5% 43,95 mg Ni(ll)/g
iminodioctowe GF 42,40 mg Co(ll)/g
Ni(l1) lonac SR 5 % R zoqy =5% 47,46 mg Ni(ll)/g [17]
Co(ll) iminodioctowe GF 44,17 mg Co(ll)/g
Dowex M 4195 % R zaqny =25 % 41,01 mg Ni(ll)/g
bispikoliloaminowe GF 49,47 mg Co(ll)/g
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T eee—r R TR
: po 20 min 8mg g

Zn(il) bazie GMA/DVE 1079 mg Zn(IN)/g

Cu(ll) 48,26 mg Cu(ll)/g

Ph(ll) Fiban X-1 ; 157,47 mg Pb(ll)/g (19]

cd() wiékna 76,43 mg Cd(I1)/g

Ni(Il) 43,36 mg Ni(ll)/g

GF —grupy funkcyjne, GMA/DVB —kopolimer metakrylanu glicydylu i diwinylobenzenu

Do najcze¢sciej stosowanych adsorbentdéw w procesach usuwania zanieczyszczen
zalicza si¢: wegle aktywne, zeolity, zel krzemionkowy, polimerowe zywice
jonowymienne oraz aktywowany tlenek glinu z uwagi na ich duza selektywno$é
oraz pojemnos$¢ adsorpeyjng, niski koszt, dobrg wytrzymato$é mechaniczng, szybka
kinetyke adsorpcji oraz mozliwos$¢ tatwej regeneracji [11-12]. Zaréwno adsorpcja,
jak i wymiana jonowa znajduja bardzo szerokie zastosowanie w wielu procesach
zwigzanych z oczyszczaniem roztwordw wodnych min. w procesach uzdatniania
wody, regulacji smaku i zapachu w oczyszczalniach §ciekéw, w usuwaniu wody
z rozpuszczalnikoOw organicznych, w usuwaniu zwigzkéw azotu ze Sciekdow i wod
gruntowych, w usuwanie jondw metali i zanieczyszczen organicznych ze §ciekow, w
odzysku reagentow w przemysle itp. [5, 10, 12-13]. Ze wzgledu na wiele zalet
adsorpcja i wymiana jonowa sg jednymi z najbardziej skutecznych i popularnych
metod usuwania zanieczyszczen, w szczegolnosci jonow metali cigzkich. O duzym
problemie zanieczyszczenia Srodowiska metalami cigzkimi $wiadczg liczne prace
badawcze i przegladowe poswigcone skutecznosci ich usuwania na adsorbentach
roéznego typu [14-19]. Wybrane, nieliczne przyktady przedstawiono w Tabeli 5.

Whioski: Niebezpieczne zanieczyszczenie $ciekow metalami cigzkimi jest jednym
z najwazniejszych probleméw Srodowiskowych na catym $wiecie. Aby sprostaé
coraz bardziej rygorystycznym przepisom $rodowiskowym, opracowano szeroki
zakres technologii oczyszczania w celu usuwania metali ciezkich ze $ciekOw.
Z przegladu literatury wynika, Zze wymiana jonowa i adsorpcja sa efektywnymi
i selektywnymi metodami oczyszczania $ciekow zawierajacych metale ciezkie.
Adsorpcja przy uzyciu tanich adsorbentdw i biosorbentow jest uznawana za
skuteczng i ekonomiczng metode oczyszczania $ciekdw o niskim stezeniu metali
ciezkich i moze stanowi¢ alternatywe dla adsorpcji zanieczyszczeh na weglach
aktywnych.
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NANOCZASTKI W KOSMETYKACH JAKO POTENCJALNE
ZRODLO ZAGROZEN DLA CZL.OWIEKA I SRODOWISKA

K. GRAZ', E. GRABIAS? Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Wydziat
Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Instytut Nauk Inzynieryjno - Technicznych,
Katedra Inzynierii Materiatlowej, ul. Konstantynéw 1H, 20-708 Lublin,
2politechnika Lubelska, Wydzial Budownictwa i Architektury, Katedra Geotechniki,
ul. Nadbystrzycka 40, 20-618 Lublin.

Abstrakt: W artykule przedstawiono charakterystyke nanoczastek pod katem
zastosowania ich w kosmetologii oraz zagrozenia, ktére moga powodowaé dla
cztowieka i srodowiska. Zbadano potencjalne mozliwosci otrzymania nanoczastek
dla wybranych grup kosmetykéw tatwo dostepnych na rynku. Pomiar rozktadu
wielkosci otrzymanych czastek podktadow do twarzy (kosmetyk 1 i 2) i lakieru do
paznokci (kosmetyk 3) wykonano za pomoca analizatora wielkosci czastek - DLS.

Wprowadzenie: W ostatnich latach duzym zainteresowaniem naukowcow cieszg
si¢ nanotechnologie i ich produkty czyli nanoczastki. Nanoczastki to jednak nie
tylko korzysci, ale rowniez pewne ryzyko, zarowno dla czlowieka jak i calego
srodowiska naturalnego. Zaré6wno mate rozmiary jak i duzy stosunek powierzchni
do objetosci pozwalaja na wrecz niezauwazalne przez czlowieka pokonywanie
barier ustrojowych. Po wnikni¢ciu do organizmu nanoczastki moga swobodnie
w nim krazy¢, wchodzi¢ w interakcje z uktadami biologicznymi, a nawet wnika¢ do
pojedynczych komorek, unikajac przy tym fagocytozy. Wigkszo$¢ zanieczyszczen
dostajacych sie do organizmu jest niszczona albo neutralizowana przez makrofagi,
czyli komorki obronne organizmu. Niestety czgsto nanoczastki sg wyjatkowo mato
podatne na ten proces. Cho¢ mechanizmy oddziatywania nanoczastek na ludzki
organizm i $§rodowisko naturalne nie zostaty jeszcze do konca poznane, a aktualny
stan wiedzy na temat toksyczno$ci nanoczastek jest wcigz bardzo ubogi, zgodnie
z oficjalnym stanowiskiem Komisji Europejskiej rozwoju nanotechnologii nie
nalezy hamowac, lecz nalezy dotozy¢ wszelkich staran, aby projektowaniu nowych
nanomateriatlow towarzyszyta kompleksowa ocena zagrozen. Zwlaszcza, ze
nanoprodukty to nie tylko lekka, odporna na zabrudzenie odziez, samoczyszczace
si¢ powierzchnie szklane czy nowoczesne regenerujaco-odzywcze kosmetyki, ale to
takze szansa na produkcje sztucznych wiokien nerwowych, nanomarkerow
kontrastowych dla nieinwazyjnych zabiegéw medycznych czy wreszcie przetom
w leczeniu wielu schorzen, takich jak choroba Alzheimera, choroby nowotworowe,
jaskra itp. Wsérod licznych korzysci, nalezy pamigtac, ze narazenie na nanoczastki
moze staé si¢ powaznym zagrozeniem. Wobec gwaltownego rozwoju
nanotechnologii nalezy zadba¢ o wypracowanie wlasciwych kryteriow szacowania
ryzyka, ktére zabezpiecza przed potencjalnym szkodliwym dziataniem wynikajacym
ze specyficznych wiasciwosci substancji w postaci nanoczgstek [1]. Obecnie
nanotechnologia w kosmetologii jest nowa i szybko rozwijajaca si¢ dziedzing,
wprowadzang do oferty przez wiele znanych firm kosmetycznych. Jednocze$nie
nanotechnologia jest jednym z trendow obecnych we wspolczesnej kosmetyce, obok
kosmetykow naturalnych, opartych na naturalnych no$nikach, nie zawierajacych
srodkow konserwujacych [2]. Duza popularno$¢ i rosnace zastosowanie
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nanotechnologii w kosmetyce spowodowaly koniecznos¢ opracowywania
innowacyjnych systemow testowych do oceny bezpieczenstwa kosmetykow.
Wykorzystanie nanomateriatow w produktach kosmetycznych jest uregulowane
rozporzadzeniem PE z dnia 30 listopada 2009, ktore okresla roéwniez mechanizmy
zglaszania, etykietowania i oceny bezpieczenstwa produktow kosmetycznych
zawierajacych nanomateriaty [3]. W 2011 r. Komisja Europejska opublikowata
zalecenie (2011/696/UE) zawierajace proponowang definicj¢ terminu nanomateriat,
dedykowang do celow regulacyjnych. "Nanomaterial” oznacza naturalny, bedacy
produktem ubocznym lub wytworzony celowo material zawierajacy czastki w stanie
niezwigzanym lub w postaci agregatu albo aglomeratu, w ktorym 50% lub wigcej
czastek ma wymiary zewnetrze w zakresie wielkosci 1-100 nm [4]. Produkty
kosmetyczne bazujace na nanomateriatach sa skuteczniejsze od tradycyjnych
kosmetykéw m.in. zapewniaja lepsza ochrone przed promieniowaniem UV,
zapobiegaja nickorzystnym reakcjom sktadnikow produktu oraz przeciwdziataja
tworzeniu si¢ reaktywnych form tlenu. Jednym z obszarow najwickszego
zainteresowania kosmetologii w ostatnich latach jest przenikanie i dostarczanie
aktywnych sktadnikow w glab skory, gdyz dzigki nanomaterialom substancje
czynne sg transportowane w miejsce docelowe i uwalniane w okre§lonym czasie.
Zastosowanie nanotechnologii do produkcji kosmetykoéw, obok wielu zalet budzi
takze duze watpliwo$ci dotyczace bezpieczenstwa. Latwos¢ penetracji do glgbszych
warstw skory powoduje, ze nanoczastki tatwo dostaja si¢ do krwioobiegu, skad sa
transportowane po calym organizmie, oraz moga si¢ kumulowa¢ w tkankach lub
narzadach wywotujac negatywne skutki zdrowotne [5]. Materialty w skali nano
mogg wykazywa¢ nowe wlasciwosci fizykochemiczne, ktore sa zupelnie odmienne
od materialu o tym samym sktadzie chemicznym w skali mikro, np. czastki mikro-
i nano tlenku tytanu — Tab.1 Nanoczastki tlenku tytanu i tlenku cynku to pierwsze
nanomateriaty, ktore byly stosowane w przemysle kosmetycznym, gltéwnie
w kosmetykach przeciwstonecznych. Pomimo udoskonalonych obecnie formut
filtrow przeciwstonecznych, trwaja nieustanne badania nad modyfikacja czasteczek
tlenku tytanu i tlenku cynku w celu uzyskania jeszcze bardziej zadowalajgcego
efektu w zakresie ich skutecznosci i bezpieczenstwa [6]. Nanoczastki srebra takze
znalazly szerokie zastosowanie w produktach kosmetycznych, glownie dzigki
wlasciwosciom  bakteriobdjczym. Znajduja si¢ one w skladzie m.in.
antyperspirantow, kremoéw do twarzy i stop oraz szamponow i zeli pod prysznic.

Tabela 1. Poréwnanie wlasciwosci czastek tlenku tytanu w zaleznosci od ich wielkosci [5].

Cecha Skala makro Skala nano
Wielko$¢ ziaren 0,1-0,3 um 1-100 nm
Powierzchnia wlasciwa ~12m%g nawet >300 m%/g
Barwa biata przezroczysta
Reaktywno$¢ chemiczna bez zmian
Absorpcja promieniowania UV $rednia wysoka
Aktywno$¢ fotokatalityczna niska wysoka
Hydrofilowo$¢ Srednia bardzo wysoka
Zdolno$¢ antybakteryjna niska wysoka
Glowne zastosowanie pigment fotokatalizator
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Celem pracy byto potwierdzenie obecno$ci nanoczastek w trzech wybranych
kosmetykach, ktore sg tatwo dostgpne na rynku. Wybrane kosmetyki poddano
analizie rozktadu wielkosci czastek za pomocg analizatora DLS.

Cze$¢  eksperymentalna: Jako material badawczy wybrano trzy rodzaje
kosmetykow: podkiady do twarzy dwoch réznych firm oraz lakier do paznokci.
Kosmetykiem nr 1 byl podktad do twarzy firmy Maybelline Affinitone,
kosmetykiem nr 2 byt podktad do twarzy firmy L’oreal Paris True Match, natomiast
kosmetykiem nr 3 uzytym do analizy byt lakier do paznokci Wet n wild. Badania
kosmetykdéw rozpoczeto od ekstrakcji czastek za pomoca rozpuszczalnika.
Nastepnie analizowane preparaty poddano dziataniu tazni ultradzwickowej w celu
pozbycia si¢ aglomeratoéw. Po czym tak przygotowane probki umieszczono kolejno
w kuwetach pomiarowych DLS DTS0012 i wykonano pomiary rozktadu wielkosci
czastek. Oznaczenie rozktadu wielkosci czastek wykonano za pomoca analizatora
DLS Zetasizer Nano Zs firmy Malvern. Dla kazdego materialu badawczego
wykonano po 5 pomiaréw. Pomiary przeprowadzono w temperaturze 25°C, stosujac
wodg¢ destylowang jako faz¢ rozpraszajaca pod katem 173°, przy dlugosci fali 633
nm. Pozostale parametry pomiaru: lepkos¢ 0,887 cP, wspotczynnik zalamania
$wiatta R1=1,330. Metoda DLS (ang. Dynamic Light Scattering) jest metoda
analityczng polegajaca na dynamicznym rozpraszaniu $wiatla. Pozwala ona na
pomiar czastek w zakresie 0,5 — 10000 nm. Wiazka lasera padajaca na probke
oddziatuje z nig i wytwarza promieniowanie rozproszone zbierane nastgpnie przez
detektor. Pomiary ta metoda nie powoduja zniszczenia probki ani zmian
strukturalnych w prébce. Najczgséciej metode DLS stosuje si¢ do pomiaru wielkos$ci
czastek w fazie ciektej.

Whyniki: Otrzymane wielkosci czastek podktadow do twarzy i lakieru do paznokei
przedstawiono ponizej kolejno w Tab. 2 — podkiad do twarzy firmy Maybelline
Affinitone, Tab. 3 — podkiad do twarzy firmy L’oreal Paris True Match oraz Tab. 4 -
lakier do paznokci.

Tabela 2. Wielkosci uzyskanych czastek kosmetyku nr 1 = podktad do twarzy firmy Maybelline
Affinitone zbadanych za pomocng analizatora DLS [opracowanie wiasne].

Numer Wielkos¢ czastek | Wielko$¢ czastek | Zawartos¢ w [%] | Zawarto$¢ w [%]
pomiaru Pik 1 [nm] Pik 2 [nm] Pik 1 danej Pik 2 danej
wielkosci czastek | wielkosci czastek

1 197,6 0,0 100,0 0,0

2 276,8 30,58 92,7 73

3 3219 54,61 81,6 18,4

4 4243 73,73 76,2 23,8

5 408,5 80,28 71,8 28,2
$rednia 3258 47,84
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Tabela 3. Wielkosci uzyskanych czastek kosmetyku nr 2 - podktad do twarzy firmy L’oreal Paris True

Match zbadany za pomocng analizatora DLS [opracowanie wiasne].

Numer Wielkos¢ czastek | Wielko$¢ czastek | Zawartos¢ w [%] | Zawartos¢ w [%]
pomiaru Pik 1 [nm] Pik 2 [nm] Pik 1 danej Pik 2 danej
wielkosci czastek | wielkosci czastek

1 2294 0,0 100,0 0,0

2 2459 0,0 100,0 0,0

3 2544 0,0 100,0 0,0

4 255,0 0,0 100,0 0,0

5 2343 0,0 100,0 0,0
$rednia 243,8 0,0

Tabela 4. Wielkosci uzyskanych czastek kosmetyku nr 3 - lakier do paznokci zbadanego za pomocna

analizatora DLS [opracowanie wiasne].

Numer Wielkos¢ czastek | Wielkos¢ czastek | Zawartos¢ w [%] | Zawarto$¢ w [%]
pomiaru Pik 1 [nm] Pik 2 [nm] Pik 1 danej Pik 2 danej
wielkosci czastek | wielko$ci czastek
1 400,9 0,7576 92,0 8,0
2 336,3 0,7058 931 6,9
3 408,5 1,193 73,7 24,6
4 308,5 0,6436 774 8,0
5 388,1 5560 96,7 33
$rednia 368,5 1112,7
Whnioski: Przeprowadzone badania wykazaty, ze kosmetyki wybrane do

eksperymentu zawierajag w swoim sktadzie nanoczastki roznych substancji. Wartosci
srednie rozktadu wielkos$ci czastek dla poszczegodlnych preparatow wynosity
odpowiednio dla podktadu Maybelline - 325,8 nm i 47,8 nm., dla podktadu do
twarzy firmy L’oreal Paris True Match - 243,8 nm oraz dla lakieru do paznokci —
368,5nm i 1112,7nm. Obecnoé¢ tak duzych czastek w lakierze do paznokci
przektada si¢ zapewne na fakt, Ze istnieje tendencja do aglomeracji czastek.
Najmniejsze czastki udato sie¢ zanotowa¢ w kosmetyki nr 1 — podktadzie do twarzy
firmy Maybeline. Z uwagi na ciaggle watpliwosci dotyczace bezpieczenstwa
produktow kosmetycznych bazujacych na nanotechnologii, nalezy przeprowadzié¢
dalsze szczegélowe badania dotyczace toksycznosci i drog migracji nanoczastek
w produktach kosmetycznych [1-6].
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ZASTOSOWANIE CHLOROFILU W KOSMETOLOGII

K. WOJCIECHOWSKA, P. GLAZ, D. STRASZAK, A. ROSINSKA, UM
W Lublinie, Katedra i Zaktad Syntezy i Technologii Chemicznej Srodkow
Leczniczych, Wydziat Farmaceutyczny, ul. Chodzki 1, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Chlorofil jest powszechnie stosowany w przemysle farmaceutycznym
i spozywczym, a w ostatnich latach coraz czgsciej w medycynie i kosmetologii.
Najnowsze badania ukierunkowane s3 na zastosowanie Chl w terapii
przeciwnowotworowej i jako silnego antyutleniacza, neutralizujacego wolne rodniki
i zapobiegajacego peroksydacji lipidow. Chlorofil wykazuje silne wlasciwosci
ochronne na komorki, tworzy kompleksy z aromatycznymi mutagenami,
neutralizujagc ich negatywne dzialania. Wiele lat badan poswigcono probom
stworzenia wodnego roztworu chlorofilu. Agregacja Chl w wodzie utrudnia jego
zastosowanie w preparatach kosmetycznych. Pozadane w przemysle kosmetycznym
s3 substancje latwo rozpuszczalne w wodzie, wysoko biokompatybilne
i biodostgpne. Ze wzgledu na wlasciwosci czasteczek Chl czgsto, jako zamienniki sg
stosowane jego pochodne, zwane chlorofilinami.

Woprowadzenie: Chlorofil (Chl) jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych
pigmentow roslinnych, najbardziej rozpowszechnionym typem jest chlorofil a.
Odpowiada za zielong barwe roslin. Chl peli istotne funkcje w procesie
fotosyntezy, pochlania promieniowanie sloneczne i przeksztalca je w energie
chemiczna, jednocze$nie redukujagc CO;, do tlenu [1]. Chlorofile absorbuja
promieniowanie z zakresu $wiatla widzialnego, gltéwne pasma absorpcji s3
zlokalizowane w zakresie od 400 do 800 nm. Uwarunkowane jest to budowa
czasteczki, w ktérej obecne s3g na przemian wigzania podwdjne i pojedyncze [2].
Chlorofil jest powszechnie stosowany w przemysle farmaceutycznym
i spozywczym, a w ostatnich latach coraz czeSciej w medycynie i kosmetologii
[3, 4]. Pod wzgledem chemicznym chlorofil jestem estrem chlorofiliny z dwoma
alkoholami: fitolem i metanolem. Za wiasciwosci hydrofobowe odpowiada tancuch
fitolu, ktory zapewnia zakotwiczenie i odpowiednie potozenie Chl w btonie
tylakoidu. Centralnie zlokalizowany atom magnezu odpowiada za agregacj¢
czasteczek Chl [2]. Chlorofil jest stosowany, jako zwigzek S$wiatlouczulajacy
w terapii fotodynamicznej (PDT), ktora polega na dziataniu wiazki laserowe;j.
Znajduje zastosowanie w przypadku pojawienia si¢ raka skory i tradziku
pospolitego. Najnowsze badania ukierunkowane sa na zastosowanie Chl w terapii
przeciwnowotworowe;j i jako silnego antyutleniacza, neutralizujacego wolne rodniki
i zapobiegajacego peroksydacji lipidow [3, 5, 6]. Terapia PDT znalazta rowniez
zastosowanie w kosmetologii. Jest to najnowsza generacja peelingdéw pozwalajacych
na otrzymanie skutecznych i trwatych efektow zabiegowych. Zastosowanie
chlorofiliny, jako substancji fotouczulajacej pozwala na terapi¢ zmian
spowodowanych starzeniem si¢ skory, w tym utratg jedrnosci i elastycznosci skory,
zmarszczek. Emitowane §wiatto IPL powoduje uwalnianie wolnych rodnikow, ktore
stymulujg komorki skoéry do regeneracji. Chlorofil nalezy do substancji nietrwatych
i wrazliwych na tlen atmosferyczny, promieniowanie UV, niskie pH i reakcje
enzymatyczne [1]. Molekuta ma charakter silnie hydrofobowy. Czasteczki Chl
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ulegajg agregacji w srodowisku wodnym, nawet w stezeniach osiggajacych wartosci
mikromolowe. Agregacja Chl w wodzie utrudnia jego zastosowanie w preparatach
kosmetycznych. Pozadane w przemysle kosmetycznym sa substancje fatwo
rozpuszczalne w wodzie, wysoko biokompatybilne i biodostgpne. Ze wzgledu na
wilasciwosei czasteczek Chl czesto, jako zamienniki sg stosowane jego pochodne,
zwane chlorofilinami.  Chlorofilina sodowo-miedziowa jest szeroko stosowana
substancjg ze wzgledu na dobrg rozpuszczalno§¢ w wodzie, wykazuje silnie
dziatanie antymutagenne i antyutleniajace [4]. Jednym z podstawowych surowcow
stosowanych w kosmetologii sg algi. Charakteryzuja si¢ zawartoscig wieli cennych
mineraldow jak 1 chlorofilu d. Czasteczki chlorofilu oprocz dziatanie
antyoksydacyjnego, zapobiegaja fotouszkodzeniom skory, a takze przyspiesza
gojenie ran i regeneracj¢ naskorka. Bardzo czgsto, jako bogate zrédlo Chl sa
stosowane zielenice z rodzaju Chlorella, ktére skutecznie opdzniaja procesy
starzenia si¢ skory [7, 8].

Cze$¢ eksperymentalna: Zastosowanie chlorofilu w kosmetologii jest utrudnione
ze wzgledu na jego hydrofobowy charakter. Badaniu poddano normalne ludzkie
fibroblasty (BJ). Aby uzyska¢ chlorofil a w postaci monomerow zastosowano
srodek powierzchniowo czynny. Chlorofil bezposrednio dodany do pozywki
hodowlanej grupuje si¢ w agregaty. Do umieszczonych w naczyniu hodowlanym
fibroblastow dodano rozwor chlorofilu w pozywce w formie monomeroéw i roztwor
agregatow chlorofilu a w pozywce. Tak przygotowane naczynie hodowlane
inkubowano przez 24 h w odpowiednich warunkach hodowlanych. Odczytu
dokonano po wykonaniu testu na zywotnos¢ komoérek MTT.

Whyniki: Chlorofil wykazuje silne wilasciwosci ochronne na komorki, tworzy
kompleksy z aromatycznymi mutagenami, neutralizujac ich negatywne dziatania.
Potwierdzona jest korelacja pomigdzy spozywaniem warzyw a zmniejszonym
ryzykiem wystapienia nowotworu [4]. W komorce roslinnej chlorofil petni funkcje
ochronne przed negatywnymi skutkami promieniowania. Chl jest zlokalizowany
wewnatrz komorek roslinnych w btonach tylakoidow chloroplastu. Na wlasciwosci
fotoprotekcyjne Chl wptywa jego budowa molekularna. W zaleznosci od wielkosci
i organizacji chlorofilu moga wystepowaé czastki monomeryczne posiadajace
zdolno$¢ do przenoszenia energii, bez zdolnosci fotoprotekcyjnych i dimery badz
wicksze agregaty zdolne do wygaszania pochlonietej dawki energii [3]. Chlorofil
w formie monomeréw wykazuje bardzo silne wlasciwosci cytotoksyczne,
zywotno$¢ komorek spada ponizej 20%. Natomiast chlorofil w formie zagregowanej
nie wptywa znaczgco na zywotno$¢ fibroblastow. Osadza si¢ na brzegu naczynia
hodowlanego.
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Rys. 1. Wptyw formy zagregowanej i monomerycznej chlorofilu a na zywotno$¢ fibroblastow
po 24 h inkubacji.

Rys. 2. Poréwnanie fibroblastow po 24 h inkubacji, A-forma monomeryczna chlorofilu,
B — forma zagregowana chlorofilu.

Badania po$wigcone wodnym roztworom chlorofilu, wykazaty, ze zastosowanie
odpowiedniego $rodka powierzchniowo czynnego znacznie ulatwia jego
rozpuszczalno$¢. Chlorofil w formie zagregowanej nie wykazuje dziatan
niepozadanych i draznigcych, dlatego jako czasteczka o szerokim marginesie
bezpieczenstwa jest pozadany w kosmetykach. Stosowanie chlorofiliny jest znacznie
lepiej przebadane niz czysty chlorofil. Chlorofilina N-Cu wykazuje znaczace
dziatanie antyoksydacyjne. Zdolno$¢ fotodynamiczna atoméw metali chlorofilin jest
uporzadkowana Fe-CHL> Mg-CHL> Cu-CHL, co oznacza, ze Fe-CHL wykazuje
najwyzsza aktywno$¢. Zgodnie z badaniami przeprowadzonymi przez Romana-
Souza i zespdt, oliwa z oliwek, w ktorej obecny jest kwas oleinowy i polifenole, jak
i chlorofil wykazuje dziatanie antyoksydacyjne, ktore moze by¢ skuteczne w terapii
odlezyn, starzenia si¢ skory, ran przewlektych i zmian cukrzycowych, w ktorych
czesto wystepuje nadmierna produkcja RFT i mediatorow stanu zapalnego [9].
Zastosowanie chl w kosmetologii wynika z jego zdolnosci do absorbowania energii
stonecznej. Potwierdzone jest dzialanie antyoksydacyjne chlorofilu jak i jego
pochodnych. Neutralizuja tlen singletowy, rodnik hydroksylowy, nadtlenek wodoru.
Dodatkowo Chl zapobiega peroksydacji lipidow, co potwierdzono na sledzionowych
limfocytach myszy [4]. Chlorofil wykazuje rowniez dziatanie przeciwbakteryjne.
Rozpuszczalne w wodzie pochodne chlorofilu znalazty zastosowanie w leczeniu
miejscowym trudno gojacych si¢ ran. Niektore z doniesien potwierdzaja
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stymulowanie fibroblastow do wzrostu po zastosowaniu chlorofilu. Najnowsze
badania potwierdzily hamujacy wptyw chlorofiliny na hialuronidazg. Jako inhibitory
hialuronidazy chlorofiliny moga wplywa¢ na ilos¢ kwasu hialuronowego
w macierzy zewnatrzkomorkowej skory, a tym samym zapobiegajac rozktadowi HA
skutecznie opdznia¢ proces starzenia si¢ skory. Preparat aplikowany na skore
w trakcie badanie byl skuteczny i dobrze tolerowany rowniez przez skorg
tradzikowa 1 skor¢ z objawami tradziku rézowatego. Potwierdzono rowniez
pozytywny wplyw na plamy soczewicowate, pojawiajace si¢ na skorze wraz
z wiekiem. Chlorofilina jest rowniez stosowana, jako $rodek dezodorujacy.
Skutecznie kontroluje zapach ciata u pacjentéw geriatrycznych, stosowana w postaci
dezodorantu [10].

Whioski: Chlorofil jest nowoczesnym i stosunkowo rzadko stosowanym
sktadnikiem aktywnym, znacznie czg$ciej jest stosowany, jako barwnik spozywczy
i produktéw kosmetycznych. Niestety wielokrotnie producenci stosuja zamiennie
nazwy chlorofil i chlorofilina. Badania nad aktywnoscig i biodostgpnos$cia chlorofili
pozwola na poszerzenie jego zastosowan. Brak dziatan niepozadanych moze
pozwoli¢ na znacznie szersze zastosowanie nawet dla cer wrazliwych i alergicznych.
Najwiekszg przeszkoda jest trudna rozpuszczalno$¢ chlorofilu w wodzie, dlatego tak
wazne s3 badania poszukujace nowych sposobéw na zwigkszenie jego
biodostepnosci. Zastosowanie czasteczek chlorofilu w kosmetologii moze miec
wielokierunkowe dziatanie. Chl moze neutralizowa¢ wolne rodniki opdzniajac
proces starzenia si¢ skory i redukujac zmiany zapalne w tradziku pospolitym
i rézowatym, stymulowac skore do regeneracji i odnowy, tym samym przyspieszajac
proces gojenia si¢ ran.
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SPIRULINA - WEASCIWOSCI I WYKORZYSTANIE
W KOSMETOLOGII

D. PIETRASIK, K. RUBINOWSKA, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie,
Wydziat Biologii Srodowiskowej, Katedra Botaniki 1 Fizjologii Roslin,
ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin.

Abstrakt: Gatunek spirulina (Arthrospina) to gram-ujemne, nietoksyczne,
fotosyntetyzujace cyjanobakterie o strukturze wielokomorkowej i charaktery-
stycznym niebiesko-zielonym kolorze. W ostatniej dekadzie spiruling zaczeto
wykorzystywaé w bardzo wielu gal¢ziach przemystu, w tym farmaceutycznym,
spozywczym oraz kosmetycznym. Podyktowane jest to bogactwem zwigzkoéw
bioaktywnych w tych organizmach, do ktérych zaliczamy m.in.: polisacharydy
(kwas alginowy, kwas D-mannouronowy, laminaryny, fukoidyny), alkohole
(sorbitol, mannitol), sole mineralne (magnezu, manganu, miedzi, cynku, sodu,
potasu, siarki, chloru), karotenoidy i niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe.
W przemysle kosmetycznym algi mozna uzna¢ za gotowy kosmetyk, poniewaz nie
wymagaja one specjalnej obrobki przed ich zastosowaniem do celow
pielegnacyjnych. Najczegsciej wykorzystywane sa w formie liofilizowanej lub
zmikronizowanej, suchych proszkow i jako ekstrakty (lipidowe lub wodne). Coraz
czesciej pojawiaja sie rowniez w skladzie kosmetykdéw naturalnych przeznaczonych
do réznych rodzajow cery. Bogactwo w jej sktadzie substancji aktywnych zapewnia
dziatanie antyoksydacyjne, rewitalizujace, nawilzajace, ochronne, oczyszczajgce
i rozéwietlajgce zarowno na skore jak i jej przydatki.

Whprowadzenie: Algi (Algae) to plechowate, najczeSciej samozywne organizmy
zyjace w Srodowisku wodnym. Powszechnie wystepuja we wszystkich strefach
geograficznych, zarowno w wodach stodkich, stonych, chtodnych i cieptych.
Zgodnie z systematyka naleza do krolestwa jadrowych (Eukaryota), jednak
niektorzy przedstawiciele moga naleze¢ do gromady sinic (Cyanobacteriaceae)
krolestwa bezjadrowych (Prokaryota). Spirulina (Arthrospira) jest rodzajem
nalezacych do rzgdu Oscillatoriales, rodziny Oscillatoriaceae [1], swobodnie
ptywajacych sinic, wystepujacych w postaci cylindrycznych, wielokomérkowych
lewoskretnych kolonii [2]. Charakterystyczny ksztalt skreconej helisy, tatwy do
rozpoznania, jest cechg szczego6lng tego mikroorganizmu. Spirulina charakteryzuje
si¢ niebieskozielonym kolorem i osiaga wielko$¢ niespelna 0,3 mm [3]. Jej nazwa
pochodzi wiasnie od jej spiralnego ksztattu i mikroskopijnej wielko$ci. Ze wzgledu
na obecnos¢ w jej skladzie barwnikow aktywnych fotosyntetycznie, takich jak
zielony chlorofil oraz karotenoidy, Arthrospira moga przeprowadzaé proces
fotosyntezy. Niektore z nich zawieraja rowniez barwnik fikoerytryne, nadajacy im
kolor czerwony lub r6zowy [4, 5]. Jako osobny mikroorganizm spirulina zostata
wyizolowana przez P. Turpina dopiero w 1827 roku. Jednak istnieje dokumentacja
potwierdzajaca, ze wilasciwosci spiruliny byly doceniane juz przez starozytne
cywilizacje. Gtownie wykorzystywano ja w formie pokarmu, ze wzgledu na
wilasciwosci odzywcze wplywajace na zdrowie i kondycje fizyczng [2]. Dane
literaturowe  dowodza, ze juz starozytni Aztekowie zbierali glony
z jeziora Texcoco w Meksyku, natomiast rdzenni mieszkancy Afryki zamieszkujacy
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okolice jeziora Czad spozywali spiruling jako podstawowy skladnik codziennej
diety, ze wzgledu na powszechno$¢ wystepowania na obszarze ich czystych, niczym
nieskazonych stonowodnych jezior [6, 7]. W latach 60-tych ubieglego wicku
wykonano pierwszg analiz¢ biochemiczng sktadu Arthrospira platensis, natomiast
pod Kkoniec lat 70-tych rozpoczeta si¢ masowa hodowla algi, czego konsekwencjg
byto wprowadzenie w 1979 r. w Stanach Zjednoczonych na rynek pierwszego
suplementu na jej bazie [8]. Do najbardziej znanych gatunkow spiruliny zalicza si¢
stodkowodng Arthrospira platensis oraz morska Arthrospira maxima, a takze
Arthrospira pacifica, ktora, w poréwnaniu z dwoma pierwszymi gatunkami, ma
znacznie mniejsze znaczenie w przemysle kosmetologicznym [8]. A. platensis i A.
maxima wystepuja naturalnie w jeziorach tropikalnych i subtropikalnych o wysokim
pH i cieptej temperaturze [9]. A. maxima spotykana jest najczeSciej w Ameryce
Srodkowej, natomiast obszarem wystepowania A. platensis jest Afryka, Ameryka
Potudniowa i Azja. Znany jest jeszcze jeden rodzaj spiruliny, zaliczany do
endemitow, wystepujacy na Hawajach — A. pacifica [2]. Dzigki temu, ze spirulina
rozwija si¢ w jeziorach o odczynie zasadowym, w ktorych przetrwanie innych
mikroorganizmow jest trudne lub niemozliwe, istnieje mate prawdopodobienstwo jej
skazenia lub zanieczyszczenia. Populacja glondw rosnie szybko, osiagga maksymalne
zageszczenie, a nastgpnie obumiera, gdy wyczerpig si¢ dostgpne sktadniki
odzywcze. Nowy cykl zyciowy rozpoczyna si¢, gdy rozktadajace si¢ glony
uwalniajg sktadniki pokarmowe lub gdy do jeziora wptywa ich wigcej z zewnatrz.
WYysoki poziom promieniowania stonecznego w tropikach takze korzystnie wptywa
na wzrost. Spirulina wykazuje optymalny wzrost migdzy 35 a 38°C [1].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie warto§ci odzywczych spiruliny oraz
mozliwos$ci jej zastosowania jako cennego zrodla substancji aktywnych majacych
wielotorowy wplyw na stan skory i jej przydatkow. Ponadto zostang podane
przyktady zastosowania spiruliny w recepturach kosmetycznych polskich
producentéw kosmetykow naturalnych. Spirulina jest zaliczana do tzw. superfoods,
uznana przez FDA (Food and Drug Administration) za pelnowarto$ciowe
i najbogatsze w sktadniki odzywcze pozywienie na $wiecie. Przeprowadzone liczne
badania pozwolity doglebnie pozna¢ sktad i dziatanie spiruliny, co pozwolilo
stwierdzi¢, ze spirulina jest niesamowicie bogata w liczne substancje, ktore
wykazuja pozytywne dziatanie na organizm ludzki stosowane zar6wno
wewnetrznie, jak i zewnetrznie. Swiatowa Organizacja Zdrowia opisala spiruling
jako najlepszy produkt zywnosciowy dla cztowieka, natomiast UNESCO uznato, ze
jest to pozywienie przysztosci. Z kolei wedlug NASA spirulina jest najlepszym
pokarmem do hodowania w kosmosie podczas dlugoterminowych misji
kosmicznych [1]. Zawarto$¢ biatka w suchej masie spiruliny stanowi nawet 65—79%
i jest kompletnym Zréodtem tej grupy zwigzkdéw, zawiera 20 podstawowych
aminokwaséw, w tym 8 egzogennych (izoleucyna, leucyna, lizyna, fenyloalanina,
treonina, tryptofan, walina, metionina) i 12 endogennych (m.in. prolina, seryna,
alanina). Natomiast zawarto$¢ zwigzkoéw lipidowych szacuje si¢ na 7%. Wérdd nich
przewazaja NNKT (niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe), a w szczegolnosci
kwas y-linolenowy [2]. W zalezno$ci od gatunku Arthrospira zawarto$§¢ kwasow
thuszczowych moze si¢ rézni¢. Ponizsza tabela porownuje zawartosci kwasow
thuszczowych u 2 gatunkow A. maxima i A. platensis [10].
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Tabela 1. Zawarto$¢ wybranych kwasoéw thuszczowych w komérkach A. maxima i A. platensis [10]

Kwas thiszezowy Arthrolfpira,maxima (% wszystkich Arthrospira rplatensis
wasow tluszczowych) (% wszystkich kwasow tluszczowych)
Palmitynowy 63 25,8
Oleopalmitynowy 2 3,8
Oleinowy 1 1,7
Stearynowy 4 16,6
Linolowy 9 12
zé':_”g;eno‘”y 13 40,1
a-linolenowy Sladowe ilo$ci Sladowe ilo$ci

Ponadto Arthrospira jest bogatym zrodtem wielu innych cennych zwiazkow, m.in.
witamin z grupy B, witaminy A, C, oraz E, nalezacej do naturalnych
antyoksydantéw. Najczes$ciej oznaczanymi mineralami w jej skladzie sa potas,
wapn, magnez, selen, fosfor, miedZ, zelazo i cynk. Ponadto jest Zzrédtem kwasu
foliowego, kwasu pantotenowego i inozytolu [11, 12]. Istotne w sktadzie spiruliny
sa rowniez barwniki takie jak karotenoidy i chlorofil [13], ktore znajduja potencjalne
zainteresowanie w sektorze kosmetycznym. Sktadniki te sprawiaja, ze alga ta jest
nowym, atrakcyjnym sktadnikiem, zwtaszcza w ekokosmetykach przyjaznych dla
srodowiska. Najnowszym trendem jest stosowanie spiruliny w suplementach diety
jako ,,nutrikosmetyku”, ktory nie tylko pomaga w zapobieganiu chorobom (m.in.
uktadu krazenia, cukrzycy), ale tez uwydatnia naturalne pickno skory, paznokci
1 whosow [11].

Tabela 2. Zawarto$¢ wybranych witamin w spirulinie [14].

Witamina Zawarto$¢ (mg/kg)
Pro- witamina A (beta-karoten) 700-1700
E (tokoferol) 50-190
B1 34-50
B2 30-46
B6 5-8
B12 1,5-2
B3 (niacyna) 130
B5 (kwas pantotenowy) 4,6-25
B9 (kwas foliowy) 0,5
H (biotyna) 0,05
Cc Sladowe iloci

Cechg szczegblng spiruliny jest wysoki poziom zawartosci biatek (65-79%)
bogatych w liczne, wolne aminokwasy, m.in. alaning, argining, kwas aspartynowy
i glutaminowy, glicyne, leucyne, lizyng, metioning, proling, seryng, waling i inne
[15]. Wymienione aminokwasy obok takich sktadnikow jak kwas piroglutaminowy
(PGA) 1 jego sol sodowa (12%), mocznik (7%), amoniak, kwas moczowy,
glikozamina, kreatynina sktadaja si¢ na tzw. NMF (Natural Moisturizing Factor) —
czyli substancje zaliczane do naturalnych czynnikoéw nawilzajacych, ktorych rola
skupia si¢ na zachowaniu odpowiedniego poziomu nawodnienia i nawilzenia
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warstwy rogowe]j naskorka [16]. Preparaty z zawarto$cia tej mieszaniny substancji
aktywnych §wietnie sprawdzaja si¢ przy pielggnacji cery suchej oraz w sytuacji, gdy
wilgotno$¢ powietrza jest niska (np. zima, w ogrzewanych lub klimatyzowanych
pomieszczeniach), kiedy skora jest najbardziej narazona na wysuszenie. Ponadto
zawarte w spirulinie polisacharydy (ksylozy, ramnozy, galaktozy i inne) stymuluja
proces podziatu komorek i wspomagaja procesy keratynizacji i odnowienia warstwy
rogowej naskorka, spowalniajagc tym samym procesy starzenia si¢ skory. Natomiast
witaminy, mineraty i biatka zawarte w tych algach moga dodatkowo przyczyni¢ si¢
do poprawy stanu naturalnej mikroflory bakteryjnej i nawilzenia skory [17, 18].
Waznym aspektem zwigzanym ze starzeniem si¢ skory jest redukcja peptydow
w macierzy zewnatrzkomorkowej skory wiasciwej. Peptydy to krotkie tancuchy
reszt aminokwasowych, ktore biora udziat w kilku procesach fizjologicznych, takich
jak stany zapalne, odpowiedz immunologiczna i przebudowa skory oraz stymuluja
syntezg bialek strukturalnych (kolagenu i elastyny) [19].
Z tego powodu kosmetyki bogate w peptydy moga zapobiega¢ powstawaniu
zmarszczek 1 pierwszych oznak starzenia. Aby udokumentowaé dziatania
przeciwstarzeniowe spiruliny, w 2006 roku francuski zesp6t badawczy opatentowat
preparat dermatologiczny Ekstrakt peptydowy spiruliny, wykazujacy pozytywny
wplyw na stymulacje proliferacji fibroblastow oraz na synteze¢ glikozaminoglikanow
i kolagenu [20]. Duza koncentracja naturalnych barwnikow, takich jak zielonego
chlorofilu i niebieskiej fikocyjaniny, a takze karotenoidow, wptywa na wlasciwosci
antyoksydacyjne spiruliny, a takze na jej dzialanie przeciwzapalne, tagodzace
i antyalergiczne [21]. Z lipidow wystepujacych w spirulinie na szczeg6lng uwage
zashuguje kwas y-linolenowy (GLA). Jego niedobdr powoduje ostabienie bariery
ochronnej naskorka, a takze wptywa na jego suchos¢ i tuszczenie, moze stymulowaé
dermatozy, zwickszong sktonno$¢ do zaskornikow, wypryskow, a takze
podraznienie i zaczerwienienie skory. Ten NNKT przyczynia si¢ do odbudowy
i ochrony warstwy hydrolipidowej naskorka, przywracajgc rownowage, chroni skore
przed infekcjami 1 likwiduje stany zapalne. Ponadto tagodzi podraznienia
i zaczerwienienia skory oraz przeciwdziata suchosci i1 tuszczeniu si¢ naskorka [2].
Spirulina to takze znaczace zrodlo witaminz grupy B, ktore zapewniaja
odpowiednie nawilzenie i jedrnos$¢ skory oraz dbaja o jej gladkos¢, prowitaminy A
w postaci B-karotenu o dziataniu rewitalizujacym, odzywczym i spowalniajacym
procesy starzenia, witaminy E, nazywanej tez ,,witaming mtodosci”, ktora wykazuje
silne dziatanie antyoksydacyjne, jako silny antyutleniacz charakteryzuje si¢
wlasciwosciami nawilzajagcymi i ujedrniajacym skore [22]. Bogactwo mineratow,
takich jak wapn, cynk, zelazo, potas, selen, magnez, fosfor i inne, korzystnie
Wptywa na procesy metaboliczne, przekladajgc si¢ na szybsza regeneracj¢ skory,
utrzymanie nawilzenia i odzywienia. Dlatego kosmetyki ze spiruling dziataja
kompleksowo na skore i mogg by¢ stosowane nie tylko na twarz, ale takze na cale
ciato, ponadto dedykowane sa do réznego typu cer [8]. Spirulina jest szczegdlnie
polecana do pielgegnacji skéry suchej, spierzchnietej, dojrzatej i alergicznej [2],
natomiast ze wzgledu na zdolno$¢ regulowania pracy gruczotow tojowych znalazta
takze zastosowanie w kosmetykach do cery thustej i tradzikowej. W pielggnacji tych
rodzi cery wspomaga likwidacj¢ tojotoku, podraznien oraz zaczerwienien skory
[23]. Po zastosowaniu produktu kosmetycznego ze spiruling mozemy zaobserwowac
poprawe wygladu skory, ktora nabiera blasku i odpowiedniego kolorytu, jest
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ujedrniona i wyraznie odzywiona. Rozjasnieniu ulegaja przebarwienia, a takze
blizny, np. potradzikowe. Polepsza si¢ krazenie w drobnych naczynkach
krwionoénych — odzywiajac tym samym wszystkie komorki skory [24]. Spirulina
klasyfikowana jest jako czysty polprodukt do wyrobu kosmetykow. Najczesciej
mozna ja spotkaé w postaci sproszkowanej lub zbitej (tabletki), ktorg rowniez po
rozdrobnieniu mozna potaczy¢ z innymi sktadnikami i stosowa¢ zewngetrznie. Forma
proszku umozliwia zastosowanie jej w potaczeniu np. z woda lub hydrolatem [1], co
dodatkowo wzmocni jej dziatanie. Do najbardziej rozpowszechnionych kosmetykow
z dodatkiem spiruliny naleza przede wszystkim maseczki na twarz, ktére maja
zapewni¢ poczucie $wiezo$ci, nawilzenia i przyjemnego napigcia, a takze produkty
do pielegnacji wlosow (odzywki, szampony, maski, wcierki). Spiruling stosuje si¢
w kosmetykach pielegnacyjnych, do kapieli, ujedrniajacych i wyszczuplajacych,
w ktorych wplywa na przywrocenie skorze elastycznosci i sprezystosci, odbudowuje
jej strukturg i odzywia [25]. Sproszkowana spirulina moze stuzyé réowniez jako
dodatek do kosmetykow, ktore mozemy wykona¢ samodzielnie w domu.
Przyktadowo, taczac glinke z hydrolatem, mozemy doda¢ odrobing sproszkowanej
spiruliny, co przyczyni sie do zwigckszenia efektywnosci kosmetyku. Na polskim
rynku spiruling w kosmetykach wykorzystuja m.in. firmy BeBio czy Hagi
Cosmetics. W serii BeBio znajdziemy balsam do ciala, ktory dzigki zawartosci
ekstraktu ze spiruliny wykazuje dzialanie tagodzace, regenerujace i nawilzajace oraz
zel pod prysznic o podobnych wlasciwosciach. Hagi Cosmetics oferuje w swoim
asortymencie weganski puder do kapieli ze spiruling, zalecany do skory suchej oraz
naturalne mydlo ze spiruling do pielegnacji skory z problemami. Na stronach obu
firm mozemy przeczyta¢ szczegdlowy opis produktow z dodatkiem spiruliny, jak
oddziatuja na skore i dla jakiego rodzaju cery sa dedykowane [26, 27].

Whioski: Mozliwo$¢ szerokiego spektrum dziatania spiruliny powoduje, ze
konsumenci wykazuja coraz wicksze zainteresowanie produktami z jej dodatkiem.
Klienci s3 obecnie coraz bardziej $wiadomi i wymagajacy wzgledem sktadu
i dziatania kosmetykow, preferujac zwlaszcza kosmetyki, ktoére w skladzie majg
naturalne produkty. Aby sprosta¢ ich oczekiwaniom, producenci coraz czgsciej
wprowadzaja innowacyjne rozwigzania do swoich wyrobow kosmetycznych i dzieki
temu zyskuja wigksze zainteresowanie wsrod nabywcow ich produktéw. Spirulina
spetnia wszystkie warunki stawiane obecnie pétproduktom do wyrobu kosmetykow
naturalnych, ponadto ré6znorodno$¢ i ilo§¢ sktadnikow aktywnych, jeszcze bardziej
zwigksza jej znaczenie w przemys$le kosmetologicznym. Ponadto charakteryzuje si¢
ona bogactwem metabolitow, istotnych nie tylko pod wzgledem pielggnacyjnych,
ale takze odgrywa wazng role prozdrowotng i leczniczg. Pod wzgledem zawarto$ci
barwnikdéw, NNKT, witamin i niezbednych biopierwiastkow przewyzsza wszystkie
ich znane zrédta pokarmowe. Dlatego spirulina uznawana jest za jeden z najbardziej
warto§ciowych  organizméw o dziataniu odzywczym, przeciwzapalnym,
antyoksydacyjnym, przeciwstarzeniowym i antyalergicznym. Dzigki jej stosowaniu
zarbwno w formie dodatku do zywnosci, suplementu diety, czy zewngtrznie
w formie preparatu kosmetycznego, mozna skutecznie dziata¢ profilaktycznie,
zapobiegajac chorobom cywilizacyjnym i op6zniajac procesy starzenia si¢ skory.
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TECHNIKI EKSTRAKCJI SUROWCOW ROSLINNYCH
WYKORZYSTYWANYCH W KOSMETOLOGI I
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20-033, “Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Instytut Nauk Biologicznych,
Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, Lublin 20-033.

Abstrakt: Dziedzina kosmetologii preznie si¢ rozwija a wraz z nig zapotrzebowanie
na coraz to nowsze ekstrakty i substancje aktywne, w tym pochodzenia ro$linnego.
Powszechnie stosowane metody ich pozyskiwanie, tj.: tloczenie mechaniczne oraz
tradycyjna ekstrakcja rozpuszczalnikowa nie pozostaja bez wad. Pierwsza cechuje
si¢ niska wydajnoscia (60-80%) oraz ryzykiem wzrostu aktywnos$ci enzymow, ktore
moga powodowaé niepozadane reakcje oraz zagrozenie ze strony warunkow
tlenowych, ktore przyczyniaja si¢ do utleniania olejow. Natomiast druga niesie
ryzyko zanieczyszczenia surowca zwigzkami organicznymi oraz utraty cennych
wiasciwosci ze wzgledu na warunki temperaturowe (blisko 100°C). Nawet wysoka
wydajnos¢ procesu (95-99%) nie jest wystarczajaca rekompensata zwlaszcza, ze
tradycyjna ekstrakcja rozpuszczalnikowa nie jest przyjazna dla srodowiska. W celu
rozwigzania tego problemu, uwage poswigca si¢ nowym technologiom, ktoére
zapewniaja wysoka wydajno$¢ procesu oraz czysto$¢ pozyskiwanego surowca.
Naleza do nich: ekstrakcja rozpuszczalnikowa wspomagana ultradzwickami (ang.
Ultrasound-assisted extraction- UAE), ekstrakcja ptynem nadkrytycznym (ang.
Supercritical Fluid Extraction- SFE), ekstrakcja micelarna (ang. Micelar Mediated
Extraction- MME) oraz rozdzial na micelach (ang. Micelle-Mediated Separatio-
MMS).

Wprowadzenie: Ekstrakcja to proces polegajacy na wyodrebnienieniu grupy lub
poszczegodlnych zwiazkoéw chemicznych z ich pierwotnej matrycy. Stosuje si¢ ja
rowniez w celu uzyskania ich odpowiedniego st¢zenia (zatgzenia). Wybor techniki
ekstrakcji zalezy od wilasciwoscei fizyko-chemicznych substancji ekstrahowanych
i matrycy, a takze koncowego celu stosowania procesu. W przypadku surowcow
roslinnych stosuje sie¢ ekstrakcje do probek statych lub semistatych [1]. Praca ma
charakter przegladowy, a jej celem jest przyblizenie oraz przedstawienie technik
ekstrakcji surowcow roslinnych wykorzystywanych w recepturach produktow
kosmetycznych. Dobranie odpowiedniej metody pozyskiwania substancji aktywnej
wptywa na finalne dziatanie catego kosmetyku. Z tego tez wzgledu nalezy zapoznaé
si¢ z budowg chemiczng oraz witasciwosciami pozadanej substancji oraz dobraé
odpowiedniag technik¢ pod katem oczekiwanego rezultatu. Zastosowanie
dodatkowych czynnikow wspomagajacych ekstrakcje zwicksza wydajnos¢ izolacji
oraz redukuje zuzycie lotnych i szkodliwych rozpuszczalnikow oraz energii [2].
Ekstrakcja rozpuszczalnikowa wspomagana ultradzwickami (UEA) jest stosowana
do probek statych oraz semistatych. Jej ogromna zaleta jest mozliwos¢
przeprowadzenia wydajnego procesu w temperaturze pokojowej, dzicki czemu moga
zosta¢ zachowane drogocenne wilasciwosci surowca ro$linnego. Polega ona na
wymieszaniu probki z rozpuszczalnikiem ekstrahujacym i umieszczeniu mieszaniny
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w tazni ultradzwickowej. Alternatywa jest zastosowanie sond generujacych
ultradzwieki (Rys.1) [3]. Rozchodzenie si¢ fal dzwigkowych w cieczy jest zwigzane
z cyklami zageszczenia i rozrzedzenia. Proces ekstrakcji przySpieszajg zjawiska
wtorne, ktore sg efektem zmiennych ci$nien akustycznych. Najwigcksze znaczenie
W procesie przenoszenia mas ma kawitacja, czyli proces dynamicznego tworzenia
si¢, wzrostu i zaniku pecherzy parowo-gazowych w cieczy. Dodatkowo, tarcie na
powierzchniach migdzyfazowych i absorpcja energii fali akustycznej oraz zwigzane
z nimi wydzielanie ciepta wraz z kawitacja sprawiaja, ze wspomaganie ekstrakcji
ultradzwickami zwigksza rozpuszczalno$¢, dyfuzje, penetracje rozpuszczalnika
i transport analitu co skraca czas ekstrakcji i zwicksza jej wydajnos¢. Do
niedogodnosci tego procesu zaliczamy: konieczno$¢ odseparowania powstatego
ekstraktu od pozostato$ci oraz powstawanie reaktywnych sktadnikow [1]. Wsrod
zalet UEA, warto wspomnie¢, ze jest ona metoda efektywna i szeroko stosowana w
ekstrakcji surowcow roslinnych poniewaz w poréwnaniu do klasycznych metod
pozyskiwania surowcoOw z roslin jest ona szybsza i sprawniejsza [3].

Uchwyt Statyw
Chiodnica .
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|
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) Generator __
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Rys.1. Ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana ultradzwigkami, a,c — w tazni ultradzwigkowej
i b — z zastosowaniem sondy generujacej ultradzwieki [2].

Ekstrakcja ptynem nadkrytycznym wykorzystuje gaz, ktory wykazuje wiasciwosci
posrednie migdzy ciecza a gazem. Najczgsciej jest nim dwutlenek wegla poniewaz
ma niskg temperaturg krytyczna (31,1°C) oraz ci$nienie krytyczne (7,38 MPa), jest
nietoksyczny, niepalny. Dwutlenkiem wegla mozna ekstrahowac tylko niepolarne
i sredniopolarne zwiazki poniewaz on sam jest zwiazkiem niepolarnym. Ekstrakcje
SFE mozna przeprowadzi¢ statycznie i dynamicznie, a metod¢ dobiera si¢ ze
wzgledu na strukturg probki- o zwartej strukturze matrycy oraz fatwo penetrowane;j
przez ptyn. Plyn w stanie nadkrytycznym przepuszcza si¢ przez probke w sposob
ciggly, a ekstrakt zbiera sie w odbieralniku (Rys. 2). Podczas korzystania ze sposobu
dynamicznego mozliwa jest recyrkulacja rozpuszczalnika wtérnego do probki zanim
zostanie on zebrany. Dobor warunkéw ekstrakcji SFE powinien uwzgledniaé
parametry procesu (ci$nienie, temperature, szybko$¢ przeptywu w procesie
dynamicznym, czas ekstrakcji, wielkos¢ probki i pojemno$¢ ekstraktora) oraz
wlasciwosci chemiczne i fizyczne matrycy (np. posta¢ fizyczna, jednorodnos$é,
rozpuszczalnoséé, zdolno$¢ do adsorpcji i desorpcji analitow). Metoda ta nie wymaga
duzych temperatur oraz zapewnia brak kontaktu surowca z tlenem dzigki czemu
moze on zachowaé swoje wlasciwosci 1 wysoka jakos¢. Dodatkowo, metoda ta jest
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w pelni bezpieczna i przyjazna dla $rodowiska co w dzisiejszych czasach jest
niezwykle wazne [1,4].

+— Piec
l/ ~Ekstraktor

+——— Restryktor

Odbieralnik
ekstraktu

Butla z CO, Pojemnik z
sprgionym modyfikatorem

Rys.2. Schemat zestawu do ekstrakeji ptynem (CO,) w stanie nadkrytycznym [2].

Ekstrakcja micelarna (MME) przebiega z udziatem zwiazkow powierzchniowo
czynnych (surfaktantow). Technika ta wykorzystuje zdolno$¢ do solubilizacji
poprzez powstajace agregaty. Oddzialywania hydrofobowe i -elektrostatyczne
powoduja utworzenie asocjatow, w sklad ktorych wchodza czasteczki zwigzku
powierzchniowo czynnego co prowadzi do solubilizacji analitow (Rys. 3). Rozdziat
fazy micelarnej oraz wodnej uzyskuje sie podczas procesu wirowania. Faza
micelarna charakteryzuje si¢ mniejsza objetoscia w stosunku do fazy wodne;j.
W celu ulatwienia ich rozdziatu stosuje si¢ taznie lodowe, ktére powoduja wzrost
lepkosci utworzonych agregatow przez co warstwa micelarna mocniej przylega do
dna i $cianek probowki. Po usunigciu fazy wodnej badana warstwa organiczna jest
poddawana rozpuszczeniu a nastepnie oznaczeniu. Na wydajnos¢ ekstrakcji
micelarnej wplywaja: rodzaj i stezenie surfaktantu, pH badanej probki, dodatek
elektrolitu, czas wytrzgsania, ogrzewania i wirowania oraz rodzaj odczynnika
chelatujacego [6]. Ekstrakcja MME wspaniale sprawdza si¢ w pozyskiwaniu
surowcOw naturalnych do kosmetykow dla cer atopowych. Stosowane w niej
rozpuszczalniki sg amfoterycznymi zwigzkami powierzchniowo czynnymi dzigki
czemu nie powoduja one dermatologicznych i toksykologicznych problemow
skornych. Rozpuszczalniki te sa rowniez biozgodne, a co za tym idzie- bezpieczne
dla srodowiska. Metoda ta umozliwia obrobke surowca w niskiej temperaturze
(25°C) oraz wysokiej czystoéci, dzigki czemu pozyskane ekstrakty roslinne sg
bogate w substancje o wysokiej jakos$ci i skuteczno$ci dziatania [7].
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A B

Rys.3. Schemat solubilzacji, A-solubilizacja substancji hydrofobowych, B-solubilizacja substancji
hydrofobowej zawierajaca jedna grupe polarng [8]

Alternatywa procesu z udzialem miceli jest tzw. rozdziat na micelach, obejmujacy
dwa etapy: MME oraz CPC (ang. Cloud Point Concentration). Metoda ta polega na
zastosowaniu rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, ktorym jest roztwor surfaktanta
0 stezeniu nizszym niz krytyczne st¢zenie micelarne CMC (ang. Critical Micelle
Concentration). Przy tym stezeniu powstaja agregaty o rozmiarach koloidalnych,
ktére moga eckstrahowaé substancj¢ hydrofobowa lub niepolarng z materiatu
ros$linnego. CPC wykorzystuje si¢ do zatgzania otrzymanej substancji w MME.
Najczesciej w metodzie CPC sg surfaktanty niejonowe, co wymaga dodatkowego
ogrzewania w celu rozdzielenia faz. Technika ta pozwala na otrzymanie stezonego
roztworu ekstrahenta dzicki wykorzystaniu malej objetosci fazy z detergentem [8].

Whioski: Techniki stosowane w ekstrakcji surowcow naturalnych z roslin powinny
by¢ ekonomiczne, bezpieczne dla srodowiska oraz umozliwiaé uzyskanie wysokiej
jakosci pozadanego zwigzku. Warto pamietaé, ze kosmetyki naturalne, w ktorych
najczesciej wykorzystuje si¢ takie surowce sg skierowane do 0séb z indywidualnymi
potrzebami (min. atopia) przez co nalezy zwroci¢ szczegdlng uwage na
pozyskiwanie ich w jak najczystszej i bezpiecznej postaci. Wspomniane powyzej
techniki speniaja te warunki, dzieki czemu stanowia alternatywe dla klasycznych
metod ekstrakcji, podczas ktorych pozyskiwano substancje o niezadowalajacej
jakos$ci, czystosci czy tez ze zbyt niska wydajnoScia, jednoczesnie generujac
wigksze koszty oraz zanieczyszczenie srodowiska.
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TATUAZ, TUSZE 1 IGLY

K. KOWALSKA, E. SKWAREK, J. ORZEL, UMCS, Wydzial Chemii, Katedra
Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, Pl. Marii Sklodowskiej-Curie 3, 20-031
Lublin.

Abstrakt: Przedmiotem badan byla analiza metoda XRF (X-Ray Fluorescence -
Fluorescencyjna analiza rentgenowska) réznego rodzaju tuszy oraz analiza SEM
(Scanning Electron Microscope - Skaningowy mikroskop elektronowy) igiet
wykorzystanych do tatuazu: nowych i po uzyciu. Wykorzystano kolorowe tusze
(wyzszej, jakosci), czarne tusze (Wyzszej i nizszej, jakosci) oraz tusze zakupione na
Ali Express. Udato sie ustali¢ sktad pierwiastkowy zebranych tuszy.

Wprowadzenie: Tatuaz od zarania dziejow stanowil niecodtgczny element kultury
czlowieka. Zmienialo si¢ jego =zastosowanie i identyfikacja, oraz sposoby
wykonywania. Przechodzimy od prymitywnych igiet do zaawansowanych narzedzi,
od ochry do wielorakich pigmentow [1]. Poprzez wzrost popytu na ,,nowy” sposob
ozdabiania ciata wzrosto zainteresowanie lekarzy tematem wystepujacych czesto
skutkéw ubocznych, tj. reakcje alergiczne. Miejscem docelowym wprowadzenia
tuszu jest skora wlasciwa, — czyli okoto 2 mm w glab skoéry. Procz podstawowych
sktadnikéw, ktore powinny zawiera¢ tusze, czyli woda, gliceryna, alkohol i pigment
czgsto mozemy tam znalez¢ np. rozpuszczalniki organiczne, sole metali cigzkich, ale
takze S$rodki przeciwzapalne. Jednym ze sposobOw eliminacji niepozadanych
czynnikow jest tworzenie farb, ktoére nie wymagajg rozcienczenia przez tatuatora.
Coraz bardziej powszechne staja si¢ tatuaze $wiecgce w ciemnosci lub pod
wplywem $wiatta UV. Problemem nie jest tu tylko sktad (mowa o dwutlenku tytanu
czy weglanie otowiu), ale takze kwestia estetyczna. Wielu dermatologéw zwraca
szczegblng uwage na czeste wystgpowanie alergicznych reakcji skory u posiadaczy
tatuazu. Barwnikami powodujacymi najczesciej efekty niepozadane s3 te
w odcieniach czerwieni i zo6lci, najprawdopodobniej ze wzglgedu na duza zawartos¢
niklu. Nawet, jezeli sktad jest dobrze znany i poprawny to nie zawsze mozemy
przewidzie¢, czy dana substancja nie ulegnie rozktadowi, a produkty tej reakcji nie
beda niosty ze sobg negatywnych skutkéw dla naszego organizmu. Nawet 30%
tuszu zaaplikowanego pod skore pozostaje W organizmie, na co wskazuje m.in.
zabarwienie okolicznych weztéw chtonnych [2]. Jednym z krajow, ktory
najwczesniej zglebil temat zagrozen, jakie niesie ze sobag tatuaz byla Dania.
Zauwazono, ze reakcje immunologiczne wywotane przez barwniki wchodzace
w sktad tuszy stanowig obecnie nowg, niezbadang jeszcze jednostke chorobows.
Cze$¢ z reakcji wywotywana jest glownie przez zwiazki o niewielkiej masie
czasteczkowej naniesione na igle pod skore, jak i na zewngtrzng jej warstwe.
Najczgsciej wystepujace alergeny to: barwniki oraz konserwanty. Przeprowadzono
ankietg,

a nastepnie badania na losowej grupie osob posiadajacych tatuaz. Przewlekle reakcje
skorne, czyli utrzymujace si¢ przynajmniej od kilku miesigcy stwierdzono u 5,9%
- 6,0% badanych osob. Ostre stany alergiczne potwierdzono u 4,3% - 12,5%
badanych. Gdy wydzielono grupy tatuatoro6w i 0s6b zazywajacych kapiele stoneczne
procent 0s6b z chorobami skory wzrdst do 15% - 23%. Przeprowadzono rowniez
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badanie, gdzie 74 osoby ze zmianami skornymi poddano testom alergicznym na
barwniki azowe i u 5,4% stwierdzono wynik pozytywny. Zdarza si¢ rowniez, ze
substancja, ktora nie powoduje Zadnych reakcji w badaniu na powierzchni skory,
uczula po wstrzyknigciu w glebsze warstwy. Jedynym sposobem, aby ostatecznie
stwierdzi¢, czy dany tusz nadaje si¢ do uzytku jest przedstawienie jego doktadnego
sktadu na opakowaniu badz w kartach charakterystyki, co czgsto nie jest
przestrzegane [3]. Warto zwr6ci¢ uwage, ze bezpieczniejsza opcja tatuazu jest ten,
ktory zostal wykonany przy uzyciu czarnego tuszu, poniewaz kolorowe
(tj.: czerwony, z6tty, zielony) zazwyczaj zawieraja wicksze st¢zenie metali cigzkich
— najczeScie] wystepujace: kadm, otow i rte¢ [4]. Tusze do tatuazy mozna
zdefiniowaé, jako nierozpuszczalne pigmenty zdyspergowane w S$rodowisku
wodnym, czgsto zawierajace alkohol, gliceryng i/lub oczar wirginijski oraz
dodatkowe spoiwa i dodatki. Ich sktad zmienial si¢ z biegiem lat, aby zaspokoi¢
potrzeby konsumentéw o bardziej jaskrawe, trwale kolory, koniecznos¢ diugiego
okresu trwato$ci i zapobieganie sedymentacji sktadnikow podczas dlugich sesji
tatuowania. Doprowadzito to do zastgpienia poczatkowo stosowanych pigmentow
nieorganicznych, tj. gtéwnie tlenkéw metali z dodatkiem sadzy, bardziej jaskrawymi
zwigzkami organicznymi, jako barwnikami. Jednak niektore tlenki metali, takie jak
TiO,, sg nadal w uzyciu ze wzgledu na niskg zdolno$¢ absorpcji i wysoki
wspolczynnik zatamania $wiatta, co czyni go najbardziej odpowiednim sposrod
wszystkich  biatych barwnikow do rozjasniania kolorow. Na podstawie
rozporzadzenia kosmetycznego UE rezolucja Rady Europy 2008 w sprawie
wymagan i kryteriow bezpieczenstwa tatuazy i trwalych pigmentow, ktérych nie
nalezy stosowal ze wzgledu na potencjalng toksycznos¢, wydata dokument
okreslajacy dozwolone stezenie zanieczyszczen (takich jak metale cigzkie lub
policykliczne weglowodory aromatyczne) [5]. Igly wykorzystywane podczas
tatuowania dzielg si¢ na igly do konturowania (od 1,7 mm do 1,9 mm dlugosci
ostrza), do wypetnien (od 0,9 mm do 1,2 mm dlugosci ostrza) oraz do wykonywania
cieni. Wszystkie typy réznig si¢ od siebie budowa. Wykonane sg z odpornej na
korozje i niewywotujacej reakcji alergicznych stali chirurgicznej. W naszych
badaniach wykorzystaliSmy igty typu ,,Round Liner”. To igly o okragtym przekroju,
stuzace do tatuowania konturéw. W jednym zestawie moze by¢ od jednej do
czternastu igiet. Wedlug tatuatorow najbardziej uniwersalny jest zestaw 8 igiet
w okregu (w naszych probkach mamy 9). Igla nadaje si¢ do uzytku przez 8-10
godzin. Uzywajac igiet ich sktadniki - szczegoélnie Ni i Cr podczas uzytku moga
przedostawac si¢ do skory czy tez weztow chlonnych, co rowniez moze powodowaé
niebezpieczne alergie [6].

Wyniki: W badaniach zastosowano: kolorowe tusze wyzszej, jakosci firmy World
Famous Tattoo Ink (USA), czarne tusze wyzszej, jakosci firmy Japan Black (nowy
i uzywany), czarne tusze nizszej, jakosci firmy Solong Tattoo TM i Tatoo Ink, tusze
zakupione na Ali Express firmy Tatooine Ink (Chiny) i Premium Tatooine Ink
(Chiny), iglty do wykonywania tatuazy: 1 nowa i 1 uzywana. Zastosowana aparatura
i metodyka pomiarow: XRF - spektrometr ED-XRF typu Epsilon 5 (PANalytical)
oraz mikroskop SEM wysokorozdzielczy skaningowy mikroskop elektronowo
jonowy Quanta 3D FEG firmy FEI. W tabeli 1 roznice w skladzie i iloéci
pierwiastkow moga wynika¢ z koloru tuszu. Jednak charakterystyczny pierwiastek
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Ti, ktory dodawany jest w celu rozjasnienia koloru znajduje si¢ w kazdym tuszu,
a najwiecej jest go w tuszu z6ltym. Niemniej ilo$¢ metali cigzkich (szczegélnie tak
powszechnie znanych jak otow i rte¢) w probkach w tabeli 1 nie jest duza. W tabeli
2 zaskakujaca jest duza w sktadzie pierwiastkowy Al., P, S, Fe, Br, I, W. Niemnigj
r6znorodno$¢ pierwiastkow jest duzo mniejsza w poréwnaniu do probek czarnych
tuszy niskiej jakosci i zakupionych na AliExpress. W porownaniu czarnych tuszy
wyzszej jakosci z tymi o nizszej jakoSci zwarto$§¢ otowiu i1 potasu jest nizsza,
ogotem za$ ilo$¢ pierwiastkow jest podobna. W tuszu czerwonym zakupionym na
AliExpress mamy najwickszg zawarto$¢ zelaza, co jest charakterystyczne dla tego
koloru. Poréwnujac wyniki obu czarnych tuszy zakupionych na AliExpress mamy
do czynienia z pewnym zaskoczeniem, poniewaz tusz, ktory ma na swojej etykiecie
napis ,,premium” powinien by¢ lepszy a ma wieksza zwarto$¢ metali tj.: Pb, K, Fe,
Cu, Zn. Na podstawie zdj¢¢ igiet widzimy zasadniczg réznice w wygladzie igiet
uzywanych 1 nieuzywanych. Ws$réd zuzytych igiel jedna jest zlamana, sa
podniszczone i oblepione starym tuszem, ktory zapewne przeszkadza w wykonaniu
estetycznego tatuazu.

Tabela 1. Kolorowe tusze wyzszej jakosci.

Tusze z6tty pomaranczowy zielony czerwony
Pierwiastek Procent Procent masowy % Procent Procent masowy
chemiczny masowy % masowy % %

P 0,094 0,068 0,136 0,150
S 0,134 0,039 0,190 0,079
Cl 4,475 0,216 3,183 0,292
K 0,009 0,004 0,011 0,004
Ti 19,009 18,418 15,361 0,118
Cr 0,003 0,000 0,000 0,007
Fe 0,016 0,045 0,060 0,100
Cu 0,004 0,000 2,664 0,004
Br 0,134 0,041 0,110 0,072
Zr 0,038 0,891 0,549 0,071
w 0,074 0,077 0,080 0,084
Hg 0,000 0,000 0,002 0,000
Ba 0,000 0,083 0,000 0,000
Pb 0,000 0,011 0,000 0,000
\% 0,000 0,000 0,218 0,002
As 0,000 0,000 0,001 0,001
Si 0,000 0,000 0,000 0,131
Mn 0,000 0,000 0,000 0,002
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Rys.1. Zdjecie SEM koncowek oraz Rys.2. Zdjecie SEM koncowek oraz
poczatkowych powierzchni bocznych igiet poczatkowych powierzchni bocznych igiet
uzywanych w powigkszeniu 100-krotnym uzywanych w powigkszeniu 150-krotnym.

Tabela 2. Czarne tusze wyzszej jako$ci.

Tusze Czarny Czarny
nowy uzywany
Pierwiastek chemiczny Procent masowy % Procent masowy %
Al 0,129 0
P 0,165 0,095
0,781 0,375
Cl 0,107 0,107
K 0,011 0,013
Cr 0,002 0,002
Fe 0,009 0,011
Cu 0,003 0,003
Br 0,692 0
Zr 0,009 0,006
| 0,022 0
w 0,063 0,076

Whioski: Aspekt chemiczny badan tuszy do tatuazy jest bardzo interesujgcy
i dotyczy¢ moze duzej grupy spotecznej ludzi. Pokazano wyniki analizy XRF na
zawarto$¢ metali i niektorych niemetali w tuszach o réznych kolorach i pochodzeniu
oraz zdjgcia igiel nowych 1 uzywanych zrobionych na mikroskopie SEM.
W przysztosci moze byé rozszerzony o inne metody badan np.: spektroskopie FTIR,
UV-VIS dotyczace barwnikéw czy inne skupiajace si¢ na zmianie powierzchni
sktadu pierwiastkowego igiet po uzyciu.
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MECHANIZMY WZROSTU WLOSA ORAZ SUBSTANCJE
AKTYWNE ZAWARTE W PRODUKTACH
KOSMETYCZNYCH SLUZACE DO JEGO STYMULACJI

P. GLAZ', D. STRASZAK', K. WOJCIECHOWSKA!, M. PAWLICKA?,
M. KOLODZIEJCZYK?®, 'UM w Lublinie, Wydzial Farmaceutyczny, Katedra
i Zaktad Syntezy i Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, ul. Chodzki 4a,
20-093 Lublin, ‘UM w Lublinie, Wydziat Lekarski, Zaktad Genetyki Nowotworow
z Pracownig Cytogenetyczng, ul. Radziwittowska 11, 20-080 Lublin,
UM w Lublinie, Wydziat Farmaceutyczny, Katedra i Zaklad Biologii z Genetyka,
ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Cykl wzrostu wtosa sktada si¢ z trzech etapow, z czego ostatni etap —
telogen to okres spoczynkowy mieszka wlosowego, w zwiazku z tym wlos w tej
fazie cyklu ulega naturalnemu wypadaniu. Telogen trwa zwyczajowo u czlowicka
okolo 3 miesiace, a fizjologicznie w tej fazie cyklu znajduje si¢ okoto 10-30%
wszystkich wlosow owlosionej skory glowy. Zrozumienie mechanizméw
wplywajacych na neogeneze i wzrost wlosa umozliwia przeprowadzenie badan nad
substancjami wptywajacymi na biatka regulatorowe, a w ten sposéb umozliwia
pozyskanie efektywnych metod leczenia tysienia i zapobiegania nadmiernemu
wypadaniu wlosow. W pracy omédwiono cykl wiosa u czlowieka, fizjopatologie
lysienia oraz mozliwo$ci aktywnego wplywania na ten proces za pomocg substancji
aktywnych.

Wprowadzenie: Cykl wzrostu wlosa to przejscie od okresu aktywnego wzrostu
wlosa poprzez jego inwolucje do fazy jego spoczynku. Cykl wlosa rozpoczyna sig¢
anagenem, nastgpnie przechodzi w katagen konczac si¢ telogenem,
a w konsekwencji nowym anagenem. Wtos anagenowy charakteryzuje si¢ bardzo
licznymi podziatami komoérkowymi. Etap anagenu dzieli si¢ na siedem stadiow.
Pierwszy etap dotyczy intensywnego rdznicowania komorkowego w zawigzce
wlosa. Drugie stadium dotyczy niezréznicowanych komoérek zawigzka wilosa, ktore
rosng wokot brodawki i rozpoczynaja proces tworzenia opuszki. W konsekwencji
mieszek ulega wydluzaniu, stadium trzecie anagenu charakteryzuje si¢
uksztaltowaniem macierzy. Czwarte stadium anagenu to rozpoczgcie tworzenia
wlosa do poziomu gruczolu tojowego za$ pigte do powierzchni naskorka.
W szostym stadium wlos sigga powyzej linii naskorka, charakterystyczne dla
ostatniego siddmego etapu jest wysoka aktywno$¢ mitotyczna opuszki [1]. Faza
inwolucji — katagen moze charakteryzowaé sie podobienstwem do anagenu lub
teolgenu. Wios katagenowy charakteryzuje si¢ mniejsza grubo$cig oraz zanikaniem
pochewki, a w wyniku procesu rogowacenia coraz bardziej widoczna staje si¢ kolba
wlosa przechodzacego w telogen. U schylku okresu katagenu opuszka zanika
a uwydatnia si¢ brodawka. Komorki rogowaciejace, ktore budujg macierz oddzielaja
si¢ od niej tworzac kolumne nierosngcego wlosa telogenowego. Wios telogenowy
jako w pehi zrogowacialy zakotwiczony jest za pomoca kolby, a jego wypadanie
zalezne jest od tego jak mocne jest to przytwierdzenie. Wielokrotnie zdarza sig, ze
dopiero rosnacy nowy wlos w tym samym mieszku wlosowym doprowadzi do
wypchniecia poprzedniego [1,2].
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Cze$¢ eksperymentalna: Przebieg cyklu wlosowego w odniesieniu do owtosionej
skory glowy przedstawiono w Tabeli 1. Opisano je nastgpujaco: nazwa fazy cyklu,
czas trwania, procentowa zawarto$¢ wtosow w danej fazie.

Tabela 1. Przebieg cyklu wlosowego [2].

Nazwa fazy cyklu | Czas trwania Procentowa zawarto$¢ wlosow w danej fazie
Anagen 3-5 lat 60%

Katagen 3 tygodnie 1-3%

Telogen 3 miesigce 10-30%

Mieszek wiosowy zakotwiczony jest w skorze wiasciwej i cze$ciowo tkance
podskornej, zbudowany z nablonka stanowiacego pochewke mieszka i tkanki
tacznej - brodawki mieszka. Zniszczenie nabtonka jest procesem odwracalnym, zas
brodaki nieodwracalnym. W wyniku dziatania ektodermy i mezodermy podczas
zycia ptodowego powstaje okoto 5 milionow mieszkow wlosowych. Kompleks
biatkowy —bCAT (beta catenin) i LEF1 (lymphocyte enhancer factor) aktywuje geny
kodujace odpowiedzialne za powstawanie mieszkéw witosowych. W warunkach
normalnych powstanie kompleksu blokuje biatko GSK3 (glucogen synthesis
kinase), ktore odpowiedzialne jest za niszczenie bCAT. Biatka z rodziny Wnat,
ktorych funkcja jest regulacja interakcji miedzy komoérkami w embriogenezie
chronig bCAT, w wyniku czego jest w stanie powsta¢ kompleks bCAT-LEF1,
a w konsekwencji wytworzy¢ si¢ mieszek wlosowy. Za pobudzanie komorek
macierzystych do podziatéow w trakcie trwania embriogenezy i w czasie cyklu
wlosowego jest odpowiedzialna mezodermalna brodawka wilosowa. Substancje
modulatorowe takie jak hormony androgenowe lub ligandy receptorow
steroidowych wplywaja na brodawke wlosa lub sa przez nig wydzielane.
Mechanizmy wplywajace na neogeneze i wzrost wloséw sa odpowiedzialne za
aktywno$¢ lekow, substancji aktywnych dostepnych w kosmetykach, ktorych
zadaniem jest zapobieganie tysieniu, lub wzmaganie procesow aktywnego wzrostu
wlosa [3]. W Tabeli 2. zestawiono najczeSciej wykorzystywane substancje aktywne
dostepne w produktach kosmetycznych lub leczniczych w uzytku zewngtrznym
W celu zapobiegania tysieniu, bagdz wspomagania aktywny wzrost wiosa.

Wyniki: Lysienie androgenowe i lysienie plackowate to glowne przyczyny
odpowiedzialne za wypadanie wlosow. Lysienie androgenowe wynika
z zwigkszonej  wrazliwosci  mieszkow  wlosowych  skory glowy na
dihydrotestosteron, za§ w lysienie plackowate zaangazowane s3 reakcje
autoimmunologiczne [4]. Na rynku dostgpne sa rozne syntetyczne leki na wypadanie
wloséw. Wsrod nich wystepuje minoksydyl, finasteryd oraz spironolakton
stosowane w leczeniu tysienia androgenowego, a takze minoksydyl, antralina
(dithranol), kortykosteroidy i tretynoina stosowane w terapii tysienia plackowatego.
Mechanizmy, dzigki ktorym leki pobudzaja wzrost wlosow sa czgsciowo zrozumiate
i bardzo ztozone. Pzyktadem jest minoksydyl, ktory wptywa na proliferacje
i réznicowanie keratynocytéw pecherzykowych, co w konsekwencji wydluza faze
anagenu. Minoksydyl wznosi ekspresje VEGF i jego receptorow w brodawce
skérnej, stymulujac angiogeneze w fazie anagenu wlosow. Minoksydyl jest silnym
aktywatorem syntezy endonadtlenku prostaglandyn-1, ktory stymuluje wzrost
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wloséw dodatkowo minoksydyl indukuje wzrost wlosa poprzez aktywacje¢ szlaku
Wnt /B-kateniny. Zwicksza syntez¢ DNA komorki brodawki skérnej, macierzy
opuszkowej oraz zewnetrznej pochewki korzenia, co skutkuje wydtuzeniem fazy
anagenu i przemiang wtosa do wtosa koncowego [5].

Tabela 2. Sktadniki aktywne na wypadanie wloséw

Nazwa substancji Charakterystyka substancji

aktywnej

Ketokonazol Lek przeciwgrzybiczy, substancja pomocna przy wypadaniu wlosow na
skutek bytowania na skorze drozdzakow.

Minoxidil Pochodna dihydralazyny bedaca lekiem o dzialaniu hipotensyjnym oraz
stymulujacym mieszki wlosowe.

Biotyna Witamina, jej niedoboér powoduje zaburzenia w metabolizmie tluszczow,
ktorych nastgpstwem moga by¢ zmiany skorne i utrata wlosow.

Niacyna Witamina, odpowiada m.in. za a transport substancji odzywczych do

cebulek wlosowych.

Procyjanidyna B2

Procyjanidyny, poprawiaja krazenie krwi w obrgbie mieszka wlosowego
oraz reguluja flor¢ bakteryjna.

Metylosulfonylometan

Organiczna posta¢ siarki, zrodto siarki.

Peptyd miedzi

Hamuje dziatanie enzymu 5-o-reduktazy oraz zwigkszaja aktywnos$c¢
mieszkow wlosowych.

Arginina

Aminokwas niezbe¢dny do wytwarzania tlenku azotu, budulec zywej czgsci
wlosa, wystepuje w brodawce wiosa.

Flutamid, Finasteryd

Bardzo silne leki antyandrogenowe.

Spironolakton

Lek obnizajacy stezenie testosteronu.

Bimatoprost

Organiczny zwigzek chemiczny, syntetyczny prostamid, ktéry w dzialaniu
przypomina naturalne prostaglandyny — stymuluje aktywny wzrost wlosa.

Biotyl-tripeptide

Peptyd o dziataniu wzmacniajacym wzrost wlosa.

Kofeina

Substancja aktywna poprawiajaca ukrwienie mieszka wtosowego.

Whioski: Kondycja i cykl wlosow zalezy od wielu czynnikow, a podczas podazy
zewngtrznej substancji aktywnych stymulujacych aktywny wzrost wtosa mozna
wplywaé na zréznicowane szlaki komorkowe i mechanizmy aktywnosci. Szerokie
spectrum mechanizméw wptywajacych na aktywne fazy cyklu wlosowego daje duze
mozliwos$ci tworzenia nowych syntetycznych lekow przeciwko wypadaniu wlosow
oraz tysieniu.
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BIOTESTY — NARZEDZIE DO SZYBKIEGO BADANIA
TOKSYCZNOSCI PROBEK SRODOWISKOWYCH

A. WASILEWSKA, UMCS, Wydzial Chemii, Katedra Radiochemii i Chemii
Srodowiskowej, P1. Marii Curie-Sktodowskiej 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Ekotoksykologia jest nauka zajmujaca si¢ wplywem substancji
pochodzenia antropogenicznego na organizmy zywe. Wraz z intensywnym
wzrostem przyjmowanych lekéw konieczne jest opracowanie metod wptywu tego
typu zwiazkéw nie tylko na ludzi, ale rowniez na S$rodowisko. W badaniach
wykorzystano dwa rodzaje biotestow: Phytotoxkit z wykorzystaniem pieprzycy
siewnej i Microtox® oparty na bakteriach Vibrio fischeri, a do badan wybrano leki
grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych, takich jak ibuprofen, ketoprofen,
naproksen, diklofenak i paracetamol oraz kofeing, gdyz sa to najczgsciej spozywane
farmaceutyki dostepne bez recepty. Wplyw badanych zwiazkow nie byt jednakowy.
Kofeina i naproksen wykazaly najbardziej szkodliwe dziatanie na wzrost korzeni
rzezuchy. Natomiast kofeina nie jest szkodliwa dla bakterii Vibrio fischeri, wrecz na
niskim poziomie st¢zen stymuluje wzrost bioluminescencji. Ibuprofen, ketoprofen,
naproksen i diklofenak przy wysokim stezeniu wykazywaty duzg szkodliwos¢ -
hamowaly bioluminescencj¢ bakterii niemalze w 100%. Paracetamol nalezat do
lekow o $redniej szkodliwos$ci w stosunku do bakterii. Wzrost korzeni rzezuchy
stymulowaly za$ paracetamol, ketoprofen i ibuprofen. Réznice pomigdzy wynikami
biotestow wynikaja z réznej budowy zwiazkoéw chemicznych, ich wlasciwosci
fizykochemicznych. Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze w celu okreslenia
ekotoksycznosci badanego zwiazku konieczne jest przeprowadzenie kilku testow na
organizmach na réznych poziomach troficznych.

Woprowadzenie: Toksykometria zajmuje si¢ badaniem i oceng dziatania
toksycznego substancji chemicznych, by moc zapobiec ewentualnym zatruciom [1].
Wyr6znia si¢ dwa typy testow toksycznodci: in vivo oraz in vitro. Testy in vivo
polegaja na badaniu zwierzat. Metode in vitro stosuje sie w przypadku
wyizolowanych  komoérek, preparatow tkankowych i narzadow [2,3].
W ekotoksykologii wykorzystuje si¢ biotesty, czyli testy toksycznosci ostrej
i chronicznej stosowane do wykrywania substancji toksycznych w srodowisku [4].

Biotesty mozna podzieli¢ ze wzgledu na organizmy, ktore poddaje si¢ badaniom.
Fitotesty sa to testy toksycznosci wykorzystujace rosliny, takie jak glony, owies,
pszenica, pieprzyca siewna [3]. Jednym z najpopularniejszych testow na roslinach
jest Phytotoxkit. Nalezy do testow toksycznosci ostrej, mierzacym zahamowanie
wzrostu korzenia. Testy typu PhytotoxKkit sg szybkie w wykonaniu oraz umozliwiajg
bezposredni pomiar dtugosci korzeni za pomoca programu komputerowego. Test
moze by¢ stosowany w przypadku badania tylko szybko kietkujacych roslin mozna
traktowaé jako zalete, ale rowniez wade [5]. Nie zawsze mozna prowadzi¢ badania
na jednym rodzaju roslin. Nalezy metoda préb i bledow wybraé najlepsza rosling.
Dodatkowo nalezy zwraca¢ uwage na wielko$¢ nasion, aby nie byly zbyt mate, czy
zbyt duze [2]. Poza testami na roslinach, wykonuje si¢ rowniez testy na bakteriach.
Jednym z najpopularniejszych jest Microtox® wykorzystujacy bakterie Vibrio
fischeri nalezace do bakterii morskich, ktore wykazuja bioluminescencj¢ [6]. Test
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Microtox® nalezy do testow toksycznosci ostrej. Jest to system szybkich pomiaréw,
(5-15 minut) wykrywania toksyczno$ci w probkach wodnych. Podczas testu
w wyniku narazania bakterii zaburzany jest ich metabolizm, a wigc zmniejsza
wytwarzane $wiatto. Miarg toksycznos$ci jest pomiar spadku luminescencji bakterii
wzgledem proby kontrolnej [7]. Testy Microtox® wykonywane sg z duza czuto$cia,
ponadto wykrywaja duza game zwigzkéw chemicznych. Jednak ich szczegdlng
wada, ktora utrudnia prowadzenie pomiaréw to hydrofobowos¢ wigkszosci
zanieczyszczen chemicznych, a takze konieczno$¢ modyfikacji pH probki do
zalecanego zakresu (6,5-8,5), co moze zmieni¢ wiasciwosci toksyczne [8]. Celem
badan bylo wykorzystanie biotestow do okreslenia toksyczno$ci wybranych
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych.

Czes¢ eksperymentalna: Celem niniejszych badan jest okreslenie wptywu
farmaceutykow na $rodowisko. Wykonano dwa typy biotestow: Phytotoxkit na
pieprzycy siewnej oraz Microtox® wykorzystujac bakterie morskie Vibrio fischeri.
Do badan poddano leki: ibuprofen, ketoprofen, naproksen, paracetamol i diklofenak
oraz kofeine, kazdy w pigciu stezeniach: 1,0 mg/l, 2,5 mg/l, 5,0 mg/l, 7,5 mg/l oraz
10,0 mg/1. Phytotoxkit opiera si¢ na kilku etapach, pierwszy z nich to wyznaczenie
pojemnosci wodnej gleby. W celu wykonania proby kontrolnej jedna czes¢ phytki
wypetnia si¢ glebg (110 g) i1 napelnia woda destylowang do osiagniecia
maksymalnej pojemno$ci wodnej. Na papierowym filtrze umieszcza si¢ 10 nasion
w gornej czesci (wedtug wglebien zaznaczonych na ptytce) w rdwnych odstgpach.
Zamyka si¢ plytke i odstawia pionowo w ciemne miejsce. Proby testowe wykonuje
si¢ w analogiczny sposob, z ta rdznica, ze zamiast wody destylowanej uzywa si¢
roztworu odpowiedniego farmaceutyku. Plytki po czterech dniach zostaly
sfotografowane i przy pomocy odpowiedniego programu komputerowego zmierzone
zostaty $rednie dtugosci korzeni. Poza testem na pieprzycy siewnej, wykonano takze
test na bakteriach morskich Vibrio fischeri, Microtox®. Pomiary odczytuje si¢ po 5
oraz 15 minutach od rozpoczecia narazania bakterii. Pomiary nalezy wykonywac
W temperaturze termostatu wynoszacej 15°C oraz przy pH w zakresie 6.5-8.5.
W takich warunkach Vibrio fischeri wykazuja naturalng bioluminescencje [9].
Dodatkowo dla kazdej serii badan nalezy wykona¢ test dla roztworu kontrolnego
przy uzyciu siedmiowodnego siarczanu cynku [6].

Whyniki: Po przeprowadzeniu testu Phitotoxkit zauwazono, ze tylko w przypadku
probek paracetamolu wykietkowato 100% nasion, ibuprofenu 98%, ketoprofenu
96%, a naproksenu i kofeiny po 85% nasion. Jesli chodzi o dtugosci korzeni, to
wyniki przedstawia Rys. 1. W przypadku ibuprofenu istnieje duza tendencja
wzrostowa miedzy stezeniem 1 mg/L a2.5 mg/L oraz 7.5 mg/L a 10 mg/L, co
wskazywaé moze na pewne dzialanie stymulujace tego zwiazku. Przy stezeniu
25mg/L oraz 5 mg/L $rednia dlugo$¢ korzeni utrzymuje si¢ na tym samym
poziomie, co $wiadczy o braku toksycznego wptywu ibuprofenu na rozwoj
rzezuchy. Ketoprofen przy stgzeniach do 5 mg/L spowodowal wzrost dlugosci
korzeni, aprzekroczenie stgzenia 5 mg/L dziala toksycznie na proces wzrostu
korzenia pieprzycy. W przypadku paracetamolu, przy kazdej dawce zastosowanej
W badaniu nastepuje wzrost $redniej dlugos$ci korzeni rzezuchy. Naproksen i kofeina
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wykazaly toksyczne dziatanie, hamujac wzrost korzeni przy kazdej dawce. W miare
wzrostu dawki, maleje Srednia dtugo$¢ korzeni.

40
E 35 S R <
T 20 " & oy
[~
o
5 25 s »
] K
2 20
o
s e = =
o
& 10
f=
o
8 s
-

0

0 2 4 6 8 10 12

Stezenie [mg/I]
©O— |buprofen  ={=—Ketoprofen &— Naproksen — —3=—Paracetamol ——Kofeina

Rys. 1. Wykres zaleznosci $redniej dtugosci korzenia od stgzenia poszczegolnych farmaceutykow.

Po przeprowadzeniu testu Microtox® zaobserwowano (Rys. 2), ze wraz ze
wzrostem stezenia farmaceutyku ro$nie zahamowanie bioluminescencji bakterii.
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Rys. 2. Wykres zahamowania bioluminescencji bakterii Vibrio Fischeri w zaleznosci od st¢zenia
farmaceutykow i czasu narazania.

Ibuprofen, ketoprofen i naproksen zahamowaty bioluminescencj¢ diametralnie.
Kofeina wykazywata najmniejsze dziatanie toksyczne w stosunku do Vibrio fischeri,
a w wiekszosci przypadkéw nawet stymulowata bioluminescencje. Niewielkie
stezenia (1 mg/L) badanych lekow takich jak ketoprofen, naproksen, paracetamol
i kofeina stymulowaty procesy zyciowe bakterii.

Whioski: Sposréd badanych farmaceutykow dziatanie stymulujace na wzrost

pieprzycy siewnej wywieraly paracetamol, ibuprofen i ketoprofen (do 5 mg/L).
Dzialanie toksyczne farmaceutykoéw na badang ro$ling zanotowano w przypadku
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naproksenu i kofeiny. Natomiast w przypadku toksycznosci w stosunku do bakterii
Vibrio Fischeri bioluminescencj¢ stymulowata tylko kofeina. Paracetamol wykazuje
$rednio szkodliwy wptyw. Jednak przy stezeniu 10 mg/L ibuprofen, ketoprofen,
naproksen i diklofenak wywieralty bardzo duze (ponad 80%) zahamowanie
bioluminescencji bakterii. Tak réznorodne wyniki badan wynikaja z rdznic
w funkcjach zyciowych pieprzycy siewnej oraz bakterii Vibrio Fischeri, srodowiska
ich zycia. Kolejnym powodem jest zroéznicowana budowa chemiczna
poszczegolnych farmaceutykow iobecno$¢ w ich czasteczkach grup funkcyjnych
powodujacych zmniejszenie lub zwigkszenie toksycznosci. Wskazuje to, ze przy
okres$laniu toksyczno$ci danej substancji wykazujacej dziatanie bioaktywne,
konieczne jest wykorzystanie kilku testow bazujacych na organizmach na réznych
poziomach troficznych.
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CHARAKTETYSTYKA WEASCIWOSCI FIZYCZNYCH
| CHEMICZNYCH WODY WYBRANYCH ZBIORNIKOW
SRODPOLNYCH PLASKOWYZU SWIDNICKIEGO
| KOTLINY ZAMOJSKIEJ

M. TCHORZEWSKA®, W. PLASKA? 'Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie,
Wydziat Biologii Srodowiskowej Studenckie Koo Naukowe Hydrobiologii
i Ochrony Srodowiska, “Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydzial Biologii
Srodowiskowej, Katedra Hydrobiologii i Ochrony Ekosysteméw, ul. Dobrzanskiego
37, 20-262 Lublin.

Abstrakt: Celem podjetych badan byta charakterystyka wiasciwosci fizycznych
i chemicznych wody wybranych zbiornikéw $rodpolnych Plaskowyzu Swidnickiego
i Kotliny Zamojskiej. Badania przeprowadzono w 2018 r. w miesigcach: kwiecien,
maj oraz lipiec. Zmierzono nastgpujace parametry: przewodnictwo elektrolityczne,
zawiesina og6lna, calkowita zawiesina rozproszona, odczyn pH, catkowity wegiel
organiczny, chemiczne zapotrzebowanie na tlen, biologiczne zapotrzebowanie na
tlen oraz surfaktanty. Wiele czynnikéw wykazato sezonowe wahania, ale przede
wszystkim wykazano widoczne roznice pomiedzy badanymi stanowiskami.
Najgorszym stanem wody charakteryzowat si¢ zbiornik Podlipie 1 na Ptaskowyzu
Swidnickim, gdzie odnotowano wysokie wartosci takich czynnikéw jak:
przewodnictwo elektrolityczne (902 uS/cm), BZT (122 mg/dm®), surfaktanty
(49 mg/dm®) oraz TOC (88 mg/dm®). W pozostatych zbiornikach, takich jak:
Cyganka 2 czy Kajetandwka, wartosci badanych wskaznikow byly nizsze
i wynosity odpowiednio: przewodnictwo elektrolityczne (319 pS/cm), BZT
(13 mg/dm®), surfaktanty (4 mg/dm®) oraz TOC (11 mg/dm®). Zréznicowanie
badanych wskaznikow wynika z rdéznego stopnia degradacji zbiornikow,
powodowanych w gldéwnej mierze przez antropopresjg.

Woprowadzenie: Wyrézniajacym si¢ elementem krajobrazu rolniczego Polski sg
drobne (0,2-1,0 ha), bezodptywowe zaglebienia, potozone na uzytkach rolnych,
zwane powszechnie srodpolnymi oczkami wodnymi [Fatyga i in., 2007]. Literatura
zagraniczna [Collinson i in., 1995; Wild i in., 1995; Wilbur, 1997] okresla mate
zbiorniki jako ,.stawy” (ponds). Wedlug Pond Conservation Group [1993] mate
zbiorniki to obiekty posiadajace lustro wody przez minimum 4 miesiagce w roku,
o powierzchni nie przekraczajacej 2 ha. Mate zbiorniki wodne spetniaja wazna rolg
w zachowaniu réznorodno$ci biologicznej - wplywaja na obieg materii przez
unieruchomienie substancji biogennych [Cholewinski i Btaulciak, 1995]. Zbiorniki
i cieki jeszcze istniejace czgsto zostaja przeksztalcane w miejsca zrzutu $mieci —
sprzyja to niszczeniu istotnych elementow struktury krajobrazu. Nadmierna
eutrofizacja zaburza naturalng sukcesje w takich zbiornikach i zastgpowana jest
przez ,,sukcesj¢ antropogeniczng”. Wiasciwos$ci fizyczne i chemiczne wod matych
zbiornikow  wodnych podlegaja sezonowej zmienno$ci oraz wyraznym
przeksztalceniom, na ktore najwickszy wplyw maja czynniki antropogeniczne
[Kagaloua i in, 2008]. Srodowisko wodne jest stale narazane na presj¢ ze strony
intensywnego rolnictwa oraz przemystu [Pall i in., 2013].
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Cze$¢ eksperymentalna: Badania wiasciwoscei fizycznych i chemicznych wody
zostaly przeprowadzone w miesiagcach kwiecien, maj i lipiec 2018 r. Badaniami
objeto osiem zbiornikow $rodpolnych zlokalizowanych na terenie Plaskowyzu
Swidnickiego (Cyganka 2, Cyganka 3, Kajetanowka, Leopoldow, Podlipie 1, Stroza
2 i Zalesie) i Kotliny Zamojskiej (Biatobrzegi 1). Obszary te polozone sg we
wschodniej Polsce. Probki wody byty pobierane z o§miu wyznaczonych zbiornikow
do plastikowych pojemnikéw o pojemnosci 0,5 litra kazdy. Przy pomocy
spektrofotometru Pastel UV oznaczono:

Calkowita zawiesing rozproszona - TSS (mg/dm?); catkowity wegiel organiczny —
TOC (mg Cldm?®); surfaktanty, zwiazki powierzchniowo czynne - SUR
(mg/dm?®); chemiczne zapotrzebowanie na tlen — ChZT (mg O,/dm?); biologiczne
zapotrzebowanie na tlen — BZT (mg O,/dm?).

Sonda wieloparametrowa YSI stuzyla do okreslenia takich parametrow
jak: przewodnictwo  elektrolityczne  (uS/cm); zawiesina  ogdlna -  TDS
(g/dm®); odczyn wody — pH (mol/dm®).

Whyniki: W badanych zbiornikach zauwazono niewielkie wahania odczynu wody,
srednia warto$¢ tego parametru wynosita 7,47. Najwicksze réznice w warto$ciach
pH zaobserwowano w zbiorniku Cyganka 2 oraz Cyganka 3: w obu przypadkach
wida¢ znaczny spadek z pH 8-8,3 w miesigcach kwiecien-maj do wartosci pH 7,2
w lipcu 2018 r. Najnizszym odczynem wody cechowat si¢ zbiornik Biatobrzegi 1,
ktorego pH utrzymywato si¢ na poziomie 7-7,2. Tadajewskii Kubiak [1976]
stwierdzili, ze takie wartosci pH sg typowe dla danych akwenéw wodnych i zaleza
od polozenia geograficznego, warstwy topograficznej, w ktorej zachodza procesy
asymilacji oraz od rodzaju gleby. Wyniki pomiaréw przewodnictwa
elektrolitycznego wahajg sie¢ w ciggu 3 miesiecy: od wartosci 317 upS/cm do
921 uS/cm. Najwyzszg warto$¢ odnotowano na stanowisku Podlipie 1 i wynosita
ona 921 uS/cm w lipcu. Najnizszg wartos¢ zaobserwowano we wszystkich badanych
miesigcach dla zbiornika Cyganka 2, odpowiednio 328 puS/cm w kwietniu,
319 uS/cm w maju i 317 uS/cm w lipcu. Wedtug Joniaka [2009] przewodnictwo
elektrolityczne w zbiornikach $rédpolnych czesto osigga wartosci powyzej
1000 pS/em. Tak wysokie wartosci wskazuja na duze zanieczyszczenie wody badz
wplyw zlewni rolniczej [Niemirycz i in., 1993]. Najwyzsze warto$ci zawiesiny
ogolnej zaobserwowano na stanowisku Podlipie 1 — 0,6 g/dm® przez caly okres
badan. Zbiornik Bialobrzegi 1 réwniez cechowal si¢ wysokimi wartosciami
badanego parametru - 0,5 g/dm® w kwietniu oraz maju. Najnizsze steZenia zawiesiny
ogblnej odnotowano w zbiorniku Cyganka 2, ktére wahaty sie od wartoéci 0,2 g/dm?®
do 0,3 g/dm®. Najwyzsze wartoéci catkowitego wegla organicznego zanotowano na
stanowisku Podlipie 1 i wynosity one: 50 mg C/dm*® w kwietniu, 88 mg C/dm?
w maju oraz 70 mg C/dm?® w lipcu 2018 r. W pozostatych zbiornikach odnotowano
zblizone do siebie $rednie wartoéci badanego parametru: Cyganka 2 — 9 mg C/dm?,
Cyganka 3 — 12 mg C/dm?®, Kajetanéwka — 11 mg C/dm®, Leopoldéw - 13 mg
Cldm?®, Stroza 2 — 17 mg C/dm® i Zalesie — 12 mg C/dm®. Podczas badan
stwierdzono duze wahania catkowitej zawiesiny rozproszonej. Najwyzsze wartoSci
zawiesiny odnotowano w lipcu na stanowiskach: Biatobrzegi 1 — 132 mg/dm® oraz
Stroza 2 — 103 mg/dm®. Tak wysokie stezenie zawiesiny moze $wiadczyé
o zanieczyszczeniu wody. Najnizsze wartosci TSS dla kwietnia odnotowano
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W zbiorniku Leopoldéw - 5 mg/dm?, Kajetanowka - 4 mg/dm? i Zalesie — 3 mg/dm®,
W maju zbiorniki te rowniez charakteryzowaty si¢ najnizszymi wynikami badanego
parametru. Chemiczne zapotrzebowanie na tlen dla badanych stanowisk wynosito
$rednio od 16 mg O,/dm® w zbiorniku Cyganka 2 do 186 mg O,/dm® w zhiorniku
Podlipie 1. Wedtug Rozporzadzenia Ministra Srodowiska z dnia 11 lutego 2004 r.
do II i I klasy pod wzgledem badanego parametru mozna zaliczyé zbiorniki
Biatobrzegi 1 ($r. 29 mg O,/dm®), Cyganka 2 (§r. 16 mg O,/dm?), Cyganka 3 ($r. 24
mg O,/dm®), Kajetanowka ($r. 25 mg O,/dm®) oraz Zalesie (r. 29 mg O /dm?),
natomiast do V klasy zalicza sie zbiornik Podlipie 1 (Tab. 1.). Spo$rdd badanych
zbiornikOw najbardziej narazonymi na degradacj¢ byly stanowiska Stréza 2
i Podlipie 1. Zbiornik Stroza 2 byt stale zasypywany pozostato$ciami rolniczymi, co
skutkowalo jego szybkim zanikaniem.

Tabela 1. Wiasciwosci fizyczne i chemiczne wody na badanych stanowiskach

Zbiornik/Miesigc Przew. TOC SUR ChzT BZT TSS TDS pH
[/Parametr elektrol. | (mgC (mg (mgO; | (mgO, | (mgC | (g/dm®)
(uS/em) | /dm¥) | /dm?) | dmd) | /dm®) | Jdmd)
Bialobrzegi v 612 11 6 19 11 21 0,5 7,1
1 \Y 648 11 7 26 15 35 0,5 7
VI 784 17 10 41 23 132 0,5 7,2
|
Cyganka2 | IV 328 7 4 11 10 18 0,3 8,2
V 319 9 5 13 13 21 0,3 8
Vi 317 10 6 25 14 27 0,2 7,2
|
Cyganka 3 \Y} 527 9 5 13 12 27 0,4 8,3
\Y% 621 10 7 19 15 38 0,4 8,2
Vi 778 17 12 39 23 85 0,5 7,2
|
Kajetanowk | IV 512 10 4 18 14 4 0,4 7,1
a V 537 11 4 30 16 3 0,4 7.4
VI 511 12 7 28 16 34 0,3 7,6
|
Leopoldow | IV 510 10 8 27 15 5 0,4 7,3
v 582 12 32 32 17 3 04 |75
VI 641 16 10 36 21 47 04 |74
Podlipie 1 \Y} 871 50 30 116 92 39 0,6 7,2
V 902 88 49 211 122 100 0,6 7,4
VI 921 70 32 230 139 82 0,6 7,6
Stroza 2 \" 378 13 8 31 18 29 0,4 7,1
\Y 520 15 10 39 19 59 0,5 7,2
Vi 688 27 18 48 29 103 0,4 7,3
Zalesie v 630 8 8 19 12 3 0,4 7,2
V 714 11 28 28 15 3 0,5 7,7
VI 587 17 11 40 23 57 0,4 8

Whioski: Dziatania rolnicze, a w szczego6lnoéci intensywne wykorzystanie
nawozow, herbicydow i pestycydow, wypas zwierzat oraz zasypywanie §mieciami

i odpadami pozniwnymi wplywaja negatywnie na jako$¢ wody matych zbiornikéw
wodnych. Zbiornik Podlipie 1 charakteryzowal si¢ najgorsza jakoscia wody pod
wzglegdem badanych parametrow, a w szczegolnosci: catkowitego wegla
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organicznego, surfaktantow, chemicznego zapotrzebowania na tlen, biologicznego
zapotrzebowania na tlen, przewodnictwa elektrolitycznego oraz zawiesiny ogolne;j.
Najwigksze sezonowe wahania parametru zaobserwowano w lipcu w zbiornikach:
Bialobrzegi 1, Cyganka 3, Kajetanéwka, Leopoldow, Stréza 2 oraz Zalesie dla
catkowitej zawiesiny rozproszonej wywotane przez splywy powierzchniowe
i zakwity fitoplanktonu. W celu ochrony i poprawy jakosci wod zbiornikow
sroédpolnych zaleca si¢ wprowadzenie stref buforowych, nieusuwanie roslinnosci
szuwarowej oraz bezwzgledny zakaz gromadzenia resztek pozniwnych w misie
zbiornikow.
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DEMODEKOZA- PRAWDZIWE OBLICZE NUZENCOW

M. KOLODZIEJCZYK' A. BOGUCKA-KOCKA', M. PAWLICKA?
P. GLAZ? 'UM Lublin, Wydzial Farmaceutyczny, Katedra i Zaklad Biologii
z Genetyka, ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin, 2UM  Lublin, Wydzial Lekarsko-
Dentystyczny, Zaklad Genetyki Nowotworé6w z Pracownia Cytogenetyczna,
ul. Radziwittowska 11, 20-080 Lublin, *UM Lublin, Wydzial Farmaceutyczny,
Katedra i Zaktad Syntezy i Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych
ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Roztocza Demodex sa egzopasozytami skory ssakow, wystepujacymi
glownie w jednostkach wlosowo-tojowych lub w regionach owlosionych. Niekiedy
znajdowane sa u zdrowych ludzi i zwierzat bez powodowania jakichkolwiek
objawow klinicznych. Wywotuja objawy chorobotworcze, gdy pojawiaja si¢
w duzym zageszczeniu w sprzyjajacych warunkach, prowadzi to do pojawienia si¢
nuzycy. Niemniej jednak ich rola jako glownego czynnika wywotujacego choroby
U ludzi jest dzi§ przedmiotem licznych badan. Aktualna literatura sugeruje podobne
odpowiedzi immunologiczne i mechanizmy unikania odpornosci w nuzycy u ludzi.
Okazato si¢, ze odpornos¢ komorkowa odgrywa kluczowa role w ochronie przed
nuzyca, a roztocza Demodex wplywaja zar6wno na wrodzona, jak i nabyta
odpowiedz immunologiczng, aby unikna¢ ataku immunologicznego [1].

Whprowadzenie: Demodex folicullorum i Demodex brevis to pasozyty zewnetrzne
czlowieka. Sg one czgscig jednostek wlosowo-tojowych skory twarzy, mieszkow
wlosowych i gruczotdéw Meiboma, ktore znajdziemy na powiekach. D. folicullorum
znajduje si¢ zwykle w powierzchownych strukturach pecherzykow i gruczotow,
podczas gdy D. brevis jest zakotwiczona glebiej w gruczotach [2]. Niemniej jednak
ich doktadna rola w normalnych stanach skory jest nadal niepewna. Przypuszcza sig,
ze moga mie¢ asymbiotyczny zwiazek z ludzmi jako komensale, odzywiajac si¢
ludzkim tojem bez szkody dla gospodarza. Jednak gdy ich populacja przekracza
punkt krytyczny staja si¢ chorobotworcze, schorzenie, ktore wywotuja powszechnie
okreslane jest jako nuzyca- demodekoza [3].

Wyniki: Nuzyca twarzy jest powigzana zarowno z oczywistymi stanami skornymi,
takimi jak trgdzik rozowaty grudkowo-krostkowy i ziarniniakowy, jak
i z niedostatecznymi i mniej zauwazalnymi objawami, takimi jak ‘lupiez
kolczystokomorkowy i1 zapalenie mieszkow wlosowych [4—6]. Objawy nuzycy na
twarzy sa réznorodne i niespecyficzne: swedzenie skory, rumien, bialawa luska,
niektore grudki i krosty pgcherzykowe. Aby okresli¢ ilosciowo objawy nuzycy
w skorze, opisano rézne techniki, takie jak bezposrednie badanie mikroskopowe
i standaryzowana biopsja powierzchni skory [SSSB]. Bezposrednie badanie
mikroskopowe pozwala na lepsza wizualizacj¢ glebszych warstw skory i wyzsza
wykrywalno$¢ D.brevis niz SSSB, ktora zbiera tylko zewngtrzng warstwe naskorka
i zawartos¢ mieszka wlosowego. Niemniej jednak SSSB pozostaje najbardziej
rozpowszechniong technikg, poniewaz jest malo inwazyjna, dobrze tolerowana
i skuteczna w warunkach klinicznych [7]. Nuzyca powiek moze przybieraé¢ rozne
formy i nasilenie, w zalezno$ci od tego, czy gtownym czynnikiem sprawczym jest
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D. brevis, czy D. folliculorum. Zwickszona liczba D. brevis wyst¢puje na ogdt
w gruczotach Meiboma u 0s6b z dysfunkcjg tych gruczotow i gradowka [8,9].
Natomiast D. folliculorum wystepuje w wiekszosci przypadkow zapalenia powiek
przednich i u o0soéb z dysfunkcja gruczotéw Meiboma [10-12]. Chociaz osoby
dotknigte nuzyca moga by¢ bezobjawowe, wickszo§¢ z nich doswiadcza
niespecyficznych objawow, takich jak §wiad, zaczerwienienie powiek, lzawienie
oczu i uczucie suchego oka [10, 13] Najczgstsze objawy zglaszane przez pacjentow
to $wiad, zaczerwienienie powiek i Izawienie oczu [14]. Zdarzaja si¢ sytuacje, iz
nietypowe zmiany skorne spowodowane bytowaniem Demodex spp. pojawiajg si¢
wokot ust czy na dloniach [15]. Roztocza Demodex wnikaja do komoérek skory
(zwlaszcza keratynocytéw wyscielajacych mieszki wlosowo-tojowe) i potykaja ich
zawarto$¢. Roztocza zywia si¢ lojem i bialkami komoérkowymi otrzymywanymi
przez proteaz¢ zawierajaca enzymy Slinowe roztoczy [15,16]. Demodekoza moze
objawia¢ si¢ obecnoscig stalych lub nawracajacych zmian. Noy i wsp. opisali
pacjenta z nawracajaca swedzaca wysypka na twarzy [17]. W momencie gdy
miejscowe  leczenie  chorego  steroidami, inhibitorami  kalcyneuryny,
ogoblnoustrojowymi  antybiotykami czy lekami przeciwhistaminowymi nie
przynosito rezultatow, przeprowadzono badanie, w wyniku czego wykryto wiele
gatunkow Demodex spp. Zmiany ustapity w ciagu kilku tygodni przy wprowadzeniu
miejscowego leczenia iwermektyna, nie wystapily nawroty [18].

Whioski: Nadal nie wyja$niono, czy nuzyca jest przyczyna chorob skory. Jednak na
podstawie wynikéw badania przeprowadzonego przez Karabay oraz Cerman mozna
stwierdzi¢, ze tradzik rézowaty, tradzik pospolity i tojotokowe zapalenie skory sa
istotnie zwigzane z inwazja nuzencem. Reaktywacja uktadu odpornosciowego, stan
zapalny i zmiany pecherzykowe wywotane przez roztocze Demodex moga
przyczynic si¢ do rozwoju choroby. SSSB, fatwo dostgpne i praktyczne narzedzie,
moze postuzy¢é do okreslenia obecnosci zarazenia nuzencem. Szczeg6lnie
w przypadkach opornych na terapie nalezy wzig¢ pod uwage towarzyszaca inwazjg
nuzeficem [19]. Przypuszcza sie, ze roztocza Demodex sa czeScig normalnej fauny
i saprofitycznych pasozytow skory ssakow, obecnie dyskutuje si¢ o ich zwigzku
z wieloma chorobami oczu i skory. Uwaza si¢, ze roztocza albo dziataja
bezposrednio prowadzac do wystgpienia objawow / chordb, albo dzialaja jako
wektor dla czynnika odpowiedzialnego za wystapienie choroby[1].
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ROLA WITAMINY D3 W PROCESIE GOJENIA RAN
POOPERACYJNYCH U KOBIET PO MASTEKTOMII

M. PAWLICKA®, A. FILIP!, M. KOLODZIEJCZYK?, P. GLAZ?, ‘UM Lublin,
Wydziat Lekarski, Zaklad Genetyki Nowotworéw z Pracownia Cytogenetyczna,
ul. Radziwittowska 11, 20-080 Lublin, ‘UM Lublin, Wydziat Farmaceutyczny,
Katedra i Zaklad Biologii z Genetyka, ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin, *UM Lublin,
Wydziat Farmaceutyczny, Katedra i Zaktad Syntezy i Technologii Chemicznej
Srodkéw Leczniczych, ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Rak piersi to nowotwor ztosliwy, wywodzacy si¢ z tkanki nabtonkowej.
Obecnie stanowi jeden z najwickszych probleméw epidemiologicznych w Polsce
i na $wiecie. Podstawowa metoda terapii jest leczenie chirurgiczne, ktore niesie za
soba powiklania w postaci trudno gojacych si¢ ran oraz blizn, mogacych utrudniaé
mobilno$¢ chorym. Istnieje wiele czynnikow wplywajacych na przebieg procesu
gojenia rany, jednym z nich sg niedobory sktadnikéw odzywczych. W ponizszym
artykule dokonano przegladu literatury dotyczacej wptywu witaminy D3 na procesy
gojenia ran oraz na karcynogenez¢ raka piersi.

Whprowadzenie: Rak piersi to najczesciej wystepujacy nowotwor zto§liwy u kobiet
w Polsce. Jest drugg po raku ptuca przyczyng zgonoéw wywotanych nowotworami.
Zabiegiem ratujgcym zdrowie 1 zycie jest mastektomia. Najczgsciej stosuje sig
radykalna amputacje piersi, zwang mastektomia metoda Pateya. Zabieg polega na
catkowitym odjeciu gruczotu wraz z powigzig pokrywajaca migsien piersiowy
wigkszy i mniejszy oraz weztami chlonnymi. Cze$¢ chorych kwalifikuje si¢ do
leczenia oszczgdzajacego pier$ [1]. Niestety, bez wzgledu na zastosowana metode,
zabieg niesie za sobg przykre konsekwencje w postaci obrzekow limfatycznych
i blizn pooperacyjnych. Negatywnie na prawidlowy przebieg procesu gojenia
wplywa dodatkowo leczenie uzupetniajace (radioterapia i chemioterapia), stosowane
w celu wyeliminowania pozostatych komérek nowotworowych. Dlatego tak wazne
jest jak najszybsze podjecie terapii blizny, ktora przede wszystkim moze utrudniaé
mobilno$¢ i by¢ bolesna, ale takze stanowi defekt estetyczny. Na prawidtowy proces
gojenia rany i formowanie blizny ma wptyw wiele czynnikow, m.in. wiek i status
immunologiczny, stan zdrowia, mobilno$¢, stan psychiczny, stosowane leki, ale
takze poziom sktadnikow odzywczych [2]. Jednym z nich moze by¢ poziom
witaminy D3. Niedobor tego zwiazku jest zjawiskiem powszechnie wystepujacym
(pandemicznym), co wiaze si¢ z niewystarczajaca ekspozycja na $wiatto stoneczne
[3]. W artykule oméwiono aktualne poglady dotyczace roli witaminy D3 w procesie
gojenia ran pooperacyjnych u kobiet po mastektomii.

Cze$¢ eksperymentalna: Gojenie si¢ ran jest procesem wieloetapowym, w ktorym
bierze udziat wiele typow komoérek. Poczatkowe etapy gojenia obejmuja hemostaze
oraz odpowiedz zapalng. W trakcie hemostazy dochodzi do powstania skrzepu,
ktérego sktadnikami sa plytki krwi osadzone na fibrynowej siateczce. Powstaly
skrzep pehni funkcje tymczasowego rusztowania, ktére umozliwia migracj¢ komoérek
i jednocze$nie stanowi zrodlo mediatoréw procesu gojenia. Ponadto jego powstanie
zapobiega nadmiernej utracie krwi oraz chroni ran¢ przed infekcja. Dochodzi takze
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do obkurczenia naczyn otaczajacych rang i agregacji ptytek krwi, ktére aktywuja
serotoning, fibrynogen, TGFA i TGFp, FGF oraz PDGF. W procesie tym biorg takze
udzial jony wapnia i witamina K. Plytki krwi uwalniaja nastgpnie czynniki
immunomodulujace, nasilajace reakcj¢ zapalng oraz aktywuja keratynocyty
i makrofagi, ktore z kolei pobudzajg fibroblasty do proliferacji. Faza zapalna trwa
okoto 4-5 dni (w przypadku ran niezainfekowanych), po czym dochodzi do
wilasciwej fazy gojenia, czyli proliferacji [4]. Podczas niej fibroblasty produkuja
kolagen, ktory tworzy tkanke taczng wtoknista. W procesie tym bierze udziat wiele
czynnikdéw wzrostu i cytokin, m.in. IL-1, IL-6, GM-CSF, KGF, FGF, HGF. Ziarnina
jest tworzona przez luzno utozone widkna kolagenowe, kwas hialuronowy oraz
fibronektyny, ktoérych wytwarzanie jest uzaleznione m.in. od obecnosci TGFA
i TGFp. Zachodza réwniez procesy angiogenezy, umozliwiajace naptyw komorek
macierzystych, substancji odzywczych i czynnikow wzrostu. W fazie epitelializacji
dochodzi do migracji komoérek podstawnych i nabtonkowych z mieszkow
wlosowych oraz gruczotéw potowych. W momencie kiedy komoérki zetkng sig
z komorkami sasiadujacymi, rozpoczyna si¢ faza przebudowy blizny, ktdéra moze
trwa¢ 6-12 miesiecy [5]. Witamina D3 (kalcytriol) ma strukture zblizong do
hormonéw steroidowych i wykazuje dziatanie hormonopodobne. Dziata ona na
komoérki docelowe poprzez receptory jadrowe VDR, ktore znajdujg si¢ nie tylko
w komorkach kostnych, ale takze w wigkszosci komodrek ludzkiego organizmu,
m.in. keratynocytach. Receptory VDR znajduja si¢ rowniez w komorkach
nowotworowych. Obecno$¢ receptora VDR na tak wielu rodzajach komorek
warunkuje plejotropowe dziatanie Kalcytriolu. Witamina D3 kontroluje transkrypcje
ponad 200 gendéw [6]. Dziatanie witaminy D3 na organizm ludzki jest bardzo
szerokie. Jej wlasciwy poziom jest niezbedny do prawidlowego przebiegu procesu
gojenia si¢ ran. Wiele badan sugeruje, ze powstawanie ran zwigksza
zapotrzebowanie na kalcytriol [6, 7]. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na wiele istotnych
rol, jakie sktadnik ten odgrywa w procesie regeneracji. Witamina D3 kontroluje
geny, ktore promuja tworzenie katelicydyny, peptydu antybakteryjnego, ktory
wykorzystywany jest przez uktad odpornosciowy do zwalczania infekcji ran.
W przypadku niedoboru tego zwiazku, funkcja immunologiczna moze zostaé
ostabiona, co zwigksza podatno$¢ na zakazenia drobnoustrojami [7]. Na potencjalny
wplyw witaminy D3 na procesy gojenia ran wskazuje réwniez szereg badan
klinicznych [8, 9, 10, 11, 12]. Jedno z nich sugeruje istnienie wyraznej rOwnowagi
pomiedzy poziomem witaminy D3 i czynnika TGFB1 [8]. Wysoki poziom witaminy
D3 w potaczeniu z niskim poziomem TGFB1 poprawia gojenie si¢ ran, podczas gdy
wysoki poziom witaminy D3 w potaczeniu z wysokim poziomem TGFf1 zmniejsza
wildknienie blizny. Sugeruje to, ze Kalcytriol moduluje efekty gojenia ran przez
TGFB1l w rozny sposéb, w zaleznosci od stezenia TGFB1. W zwigzku z tym
suplementacja witaming D3 moze by¢ skuteczng terapia poprawiajaca gojenie si¢
ran, a takze zmniejszajgcg wioknienie powstajgcej blizny [8]. W innym badaniu
przeanalizowano wplyw suplementacji witaming D3 na gojenie owrzodzen u 60
pacjentdow ze stopa cukrzycowa. Polowa pacjentow otrzymywala co 2 tygodnie
dawke 50 000 IU kalcytriolu przez okres 12 tygodni, a druga potowa otrzymywata
placebo. Rany znacznie lepiej goily si¢ u pierwszej grupy pacjentow [9]. W innym
badaniu Klinicznym wykazano korelacj¢ pomiedzy poziomem witaminy D3,
a skutecznoscia terapii blizn hipertoficznych. W grupie badanych znalazto si¢ 50
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pacjentéw z poziomem witaminy D3 ponizej 25 ng/mL, ktoérych podzielono na
3 grupy. W pierwszej grupie znalezli si¢ pacjenci stanowiacy grupe kontrolng (brak
leczenia), w drugiej pacjenci, ktorym podawano witaming D3, a w trzeciej pacjenci,
ktorym podawano witaming D3 oraz chirurgicznie wycigto blizng. Najlepsze efekty
terapii zaobserwowano w trzeciej grupie [10]. Przeanalizowano takze wplyw
poziomu kalcytriolu w surowicy na procesy gojenia u pacjentdOw z oparzeniami.
Badanie pokazato, ze pacjenci z wyzszym poziomem witaminy D3 mieli lepsze
rokowanie, lepsze gojenie si¢ ran, mniej powiktan i mniej blizn [11, 12].
W  ostatnich latach witamina D3 stala si¢ obiektem zainteresowan wielu
naukowcow. Badania dotycza m.in. wptywu witaminy D3 na rozwdj nowotworow,
przede wszystkim raka piersi, jajnika, prostaty oraz skoéry. Badania
epidemiologiczne wskazuja na obnizone ryzyko raka piersi u osob regularnie
przyjmujacych witaming D3 [13, 14, 15]. Zostaly one poparte przez liczne badania
laboratoryjne, ktore pokazaty, ze 1,25(OH)D zwicksza roznicowanie komoérek raka
piersi a takze hamuje enzym aromataze, z wykorzystaniem licznych mechanizow,
w tym blokowania enzymu COX-2 [16]. Ekspresja aromatazy jest nieodzowna, zeby
mogta zaj$¢ synteza estrogenu i prawdopodobnie odgrywa takze role w dziataniu
ochronnym witaminy D3 w ER(+) rakach piersi. Witamina D3 w liniach
komérkowych raka piersi indukuje apoptoze i hamuje czynniki stymulujace
proliferacje. Hamuje takze angiogeneze poprzez blokowanie VEGF [17] oraz
wplywajac supresyjnie na COX-2 [16]. Witamina D3 moze réwniez wptywaé na
przebieg choroby u kobiet z rakiem piersi poprzez zwigkszanie syntezy e-kadheryn
[17]. Toksyczno$¢ kalcytriolu zdarza sie dosy¢ rzadko, jednak podczas dobierania
dawki, warto pamigta¢, ze nadmiar witaminy D3 moze takze zaszkodzic.
Pierwszymi mierzalnymi niepozadanymi dziataniami nadmiaru kalcytriolu moga
by¢ hiperkalciuria i hiperkalcemia [18]. W zwigzku z tym, w trakcie suplementacji
wysokich dawek nalezy kontrolowaé¢ kalcemig, kalciurie, fosfatemi¢ i aktywnosci
fosfatazy alkalicznej [19].

Whyniki: Wraz z postepem nauki zwicksza si¢ liczba chordb, ktorych rozwoj
i przebieg moze by¢ uwarunkowany niedoborem witaminy D3. Procesy gojenia ran
i powstawania blizn sg $cisle skorelowane z jej poziomem w surowicy. Wiele badan
populacyjnych i laboratoryjnych pokazuje rowniez, ze jej deficyt moze zwigkszaé
ryzyko powstawania nowotworoéw, a odpowiedni poziom moze by¢ pozytywnym
czynnikiem prognostycznym w przebiegu ich leczenia.

Whioski: Bilans korzy$ci i zagrozen stosowania witaminy D3 w odpowiednio
dostosowanych dawkach w oparciu o dostgpne badania kliniczne uprawnia do
powszechnego zalecania suplementacji kalcytriolu kobietom w trakcie i po leczeniu
raka piersi, zwlaszcza metodami chirurgicznymi. Odpowiednia podaz w diecie oraz
suplementacja witaming D3 jest bezpieczng, tanig i prostg metoda zmniejszenia
ryzyka zachorowania na raka piersi. Dalszych badan wymagaja mechanizmy
odpowiadajace za wplyw witaminy D3 na przyspieszanie gojenia ran.
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TERAPEUTYCZNA ROLA KURKUMINY

A. ARCHALA', 0. KOSZLA?, M. MACIAG!, P. STEPNICKI?, ‘Uniwersytet
Medyczny w Lublinie, Zaklad Biofarmacji, ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin,
2Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Katedra i Zaklad Syntezy i Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych, ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Zakres dziatania kurkuminy zaobserwowano zarowno na poziomie
molekularnym jak i calego organizmu. Istnieja dowody na to, ze moze by¢
stosowana zar6wno jako $rodek zapobiegawczy, jak i leczniczy w przebiegu wielu
chorob, takich jak nowotwory, choroby neurodegeneracyjne, choroby uktadu
krazenia, choroby autoimmunologiczne, astma oraz wiele innych.

Wprowadzenie: Kurkumina jest zwiazkiem ros$linnym pozyskiwanym z klaczy
ostryzu dlugiego (Curcuma longa L.). W badaniach in vitro nad wptywem
kurkuminy na proces nowotworzenia zaobserwowano indukcj¢ $mierci komérkowe;j
oraz spadek proliferacji komorek nowotworowych. W badaniach in vivo zauwazono
zahamowanie angiogenezy oraz zmniejszenie liczby przerzutdow nowotworu.
Kurkumina wykazuje cytotoksyczny charakter dla wielu linii komorek
nowotworowych pochodzacych z réznych tkanek. Dziatanie kurkuminy zalezy od
typu komorki, stezenia kurkuminy (IC50: 2-40 npg/ml) i czasu traktowania
zwigzkiem. Glownym mechanizmem, za pomoca ktoérego kurkumina indukuje
cytotoksyczno$¢ jest indukcja apoptozy. Udowodniono, ze kurkumina zmniejsza
ekspresj¢ antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 i zwigksza ekspresje biatek
p53, Bax, a takze prokaspazy 3, 8, i 9. Kurkumina zapobiega wejsciu czynnika
jadrowego KB (NF-KB) do jadra poprzez zmniejszenie ekspresji biatek
regulacyjnych cyklu komoérkowego i czynnikow przezycia, takich jak Bcl-2
i surwiwiny. Kurkumina hamuje przerzuty komoérek nowotworowych w réznych
modelach zwierzecych i zwigksza zywotno$¢ zwierzat posiadajacych guzy [1].
Glejak (ang. Glioblastoma - GBM) jest bardzo agresywnym guzem moézgu
charakteryzujacym si¢ zwickszong proliferacja i odporno$cig na chemioterapig
i radioterapi¢. Ostatnio coraz wigcej dowodoéw sugeruje, ze komorki inicjujace
glejaka (ang. glioma-initiating cells - GIC) sa odpowiedzialne za powstawanie
i nawrot GBM. Czynniki decydujace o zréznicowanym rozwoju GIC pozostaja
jednak stabo zdefiniowane. Kurkumina, zwiazek o niskiej toksycznosci
w normalnych komoérkach, indukuje roéznicowanie si¢ patologicznie zmienionych
GIC w prawidlowe in vivo i in vitro poprzez indukowanie autofagii. Co wigcej,
kurkumina hamuje rowniez tworzenie sie guzOw po  wszczepieniu
wewnatrzczaszkowo GIC myszom. Wyniki sugeruja, ze autofagia odgrywa
zasadnicza role w regulacji samoodnowy i roznicowania GIC i moze by¢
obiecujgcym celem terapeutycznym w leczeniu glejakow [2]. Kurkumina wykazuje
dziatanie antynowotworowe takze poprzez wplyw na biatka zaangazowane
w regulacje cyklu komoérkowego. Migdzy innymi zwigksza poziom inhibitoréw
kinaz zaleznych od cyklin (CDK), hamujac cykl komoérkowy i namnazanie komorek,
zmniejsza poziom cykliny D1 i cykliny E, ktore takze promuja cykl komérkowy. Ma
wplyw na biatka zaangazowane w proces apoptozy. Zmniejsza poziom biatka Bcl-2,
kinazy Akt oraz kinazy mTOR. Zwigksza poziom bialek zaangazowanych w $mieré¢
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komorki — Bax, Bad i Bim oraz biatka p53, zwanego ,straznikiem ludzkiego
genomu” [3]. Powoduje spadek poziomu enzymu COX-2, metaloproteinaz — MMP 9
i MMP10 i zmniejsza poziom czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego (VEGF).
Biatka te majg istotne znaczenie w kontekscie promowania nowotworzenia podczas
niekontrolowanego wzrostu ich aktywnosci [4]. Kurkumina chroni neurony
zapobiegajac ekscytotoksycznosci glutaminianu, prowadzacej do $mierci komorek
nerwowych, poprzez zwigkszenie poziomu neurotroficznego czynnika pochodzenia
mozgowego — BDNF. Niweluje uszkodzenia moézgu, towarzyszace chorobie
Alzheimera, zapobiegajac agregacji amyloidu-B i powstawaniu jego zlogéw
w moézgu, przenika przez barier¢ krew-moézg (BBB), dociera do neuronéw i chroni
je przed toksycznym dziataniem [-amyloidu i biatka Tau [5]. Zwicksza
przezywalno$¢ komoérek nerwowych, hamujac proces apoptozy [6] i korzystnie
wplywa na neurogenezg [7]. Zwigksza zdolnosci poznawcze oraz neurogeneze
rowniez w starzejacych si¢ moézgach. Powoduje zmiany w ekspresji genow
zwigzanych z przekaZnictwem neuronalnym w hipokampie i korze mozgowej, co
moze znacznie przyczyni¢ si¢ do poprawy funkcji kognitywnych (zaréwno
poznawczych jak i pamieciowych) [8]. Kurkumina hamuje dziatanie
monoaminooksydaz (MAO-A i MAO-B), katalizujagcych rozklad neuro-
przekaznikéw monoaminowych takich jak serotonina, noradrenalina oraz dopamina.
Inhibitory te to jedne z najpopularniejszych lekow stosowanych w leczeniu depresji,
kurkumina zwigksza ich stg¢zenie w mozgu [9]. Dziatanie kurkuminy na uktad
sercowo-naczyniowy wplywa na poziom cholesterolu i szkodliwe utlenianie
lipidow. Obniza poziom frakcji LDL, a podwyzsza poziom frakcji HDL oraz
zmnigjsza poziom trojglicerydow. Jej antyoksydacyjne i przeciwzapalne dziatanie
zapobiega miazdzycy [10]. Zapobiega szkodliwym skutkom niedotlenienia -
reperfuzji, co ma znaczenie w przypadku wylewow krwi [11]. Zapobiega agregacji
plytek krwi i obniza poziom fibrynogenu [12]. Pomimo tego, ze kurkumina wspiera
$mier¢ komorek nowotworowych, to jednak na pozostate komoérki dziata kardio-,
nefro- i hepatoprotekcyjnie. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na redukcje stresu
oksydacyjnego i zmniejszenie odpowiedzi zapalnej w organizmie. Kurkumina
indukuje przemieszczanie si¢ komorek i przyspiesza ich prawidtowego namnazanie
oraz zwigksza syntez¢ kolagenu [13]. Kurkumina zapobiega zaburzeniom trawienia
zwigzanym z wymiotami, wzdg¢ciami i odbijaniem [14], wykazuje dzialanie
przeciwwrzodowe oraz pobudza wydzielanie mucyny, powlekajacej $ciany zotadka
[15]. Korzystnie wptywa na pracg watroby, dziatajac zotciopednie i zotciotworcezo.
Dziata hepatoprotekcyjnie w przypadku uszkodzen, spowodowanych dziataniem
roznych czynnikow hepatotoksycznych, np. alkoholu, paracetamolu i alfatoksyn
[16]. Reguluje glikemig i gospodarke weglowodanowa poprzez hamowanie procesu
glukoneogenezy, czyli powstawania glukozy z niebiatkowych Zrodet. Zmniejsza tym
samym poziom wolnokrazacej glukozy we krwi [17]. Aktywuje kinaze AMPK,
ktorej dziatanie jest korzystne w kontek$cie promowania autofagii. Biatko to
aktywuje si¢ w wyniku braku sktadnikéw odzywczych. AMPK bierze udziat
w wielu procesach metabolicznych organizmu, w tym w regulacji metabolizmu
glukozy, biatek i tluszczow, oraz jest uwazane za jeden z gldwnych czynnikow
odpowiedzialnych za homeostaz¢ energetyczna ustroju [18]. Kurkumina aktywuje
takze receptor PPAR-y, ktory jest czynnikiem transkrypcyjnymi warunkujacym
prawidtowy metabolizm glukozy i lipidow, wrazliwo$¢ tkanek na insuling, przebieg
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proceséw zapalnych, odpowiedz immunologiczng oraz podzialy i rdéznicowanie
komoérek. Ma tez wazne znaczenie w kontekécie dobrego funkcjonowania
i biogenezy mitochondriow [19].

Whnioski: Obecnie prowadzone badania wykazujg dziatanie przeciwzapalne,
antyoksydacyjne oraz przeciwnowotworowe kurkuminy ze wzgledu na to, Ze
oddziatuje ona na wiele zwiazkow, w tym na biatka, enzymy, cytokiny, czynniki
transkrypcyjne i czynniki wzrostu. Pomimo korzystnego oddziatywania na zdrowie
badania nad tym zwiazkiem oraz zastosowanie go jako leku sg utrudnione przez to,
ze kurkumina stanowi tylko 2-5% kurkumy i cechuje si¢ staba przyswajalnoscia po
podaniu doustnym.
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METALE CIEZKIE W KOSMETYKACH KOLOROWYCH

A. WOLOWICZ, A. SWISTOWSKA, UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Chemii
Nieorganicznej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Z biegiem czasu zapotrzebowanie na kosmetyki kolorowe znaczaco
wzrosto, co spowodowane jest gtownie wzrostem $wiadomosci konsumentow nha
temat poprawy wygladu ciata. Globalny rynek kosmetykow kolorowych wykazuje
sredni wzrost o okoto 5% w skali roku. Dlatego tez celem pracy bylo zwrocenie
uwagi na metale ciezkie, ktore moga by¢ obecne w kosmetykach kolorowych ze
szczegdlnym uwzglednieniem jonéw otowiu (Pb), rteci (Hg), kadmu (Cd), arsenu
(As) oraz niklu (Ni). Przedstawiono ich zrddta, droge przenikania do kosmetykow
kolorowych oraz organizmu ludzkiego, a takze objawy. Wskazano rowniez
maksymalng zawarto$¢ metali cigzkich w preparatach kosmetycznych, a takze
regulacje prawne obowiazujace w tym zakresie.

Woprowadzenie: Otaczajacy nas $wiat jest zlozony glownie z pierwiastkow
chemicznych. Organizm ludzki réwniez posiada je w swojej budowie, dzigki ktorym
moze prawidlowo funkcjonowaé. Wsrod pierwiastkow chemicznych wyrdzniamy
metale cigzkie, ktore sa wszechobecne w srodowisku z powodu rozwijajacej si¢
cywilizacji. Moga wystepowa¢ w postaci wodorotlenkow, tlenkow, siarczkow,
siarczanow, fosforanow, krzemiandw oraz zwigzkéw organicznych. Badania
naukowe wykazaly, ze metale cigzkie z tatwoscia ulegaja gromadzeniu si¢
w narzadach ludzkich, a takze wywotuja wiele schorzen powodujac powazne
choroby. Kazdy z nas ma staty kontakt z toksycznymi pierwiastkami w codziennym
zyciu, dlatego tak istotna jest $wiadomo$¢ spoteczenstwa dotyczaca zakresu
szkodliwo$ci metali ciezkich, monitorowanie ich st¢zenia i migracji w Srodowisku
oraz opracowywanie technologii ich usuwania.

Metale cigzkie to pierwiastki o gestosci wiekszej od 4,5 g/cm®. Do najczeicie]
spotykanych metali cigzkich naleza: arsen (As), bar (Ba), kadm (Cd), chrom (Cr),
nikiel (Ni), otow (Pb), rte¢ (Hg), selen (Se) oraz srebro (Ag). Wystepuja one
naturalnie w §rodowisku np. w skatach, glebach, wodzie, organizmach zwierzetach
oraz ro$linach w $ladowych iloSciach [1]. Wzrost st¢zenia metali cigzkich
w Srodowisku jest spowodowany zaro6wno przez procesy naturalne jak i dzialalnosc¢
antropogeniczng cztowieka (Rys. 1).

Zrédta zanieczyszczen
srodowiska metalami
& ciezkimi l

Nawozy Wietrzenie skat

Odpady komunalne Pozary lasow

Przemyst gtéwnie chemiczny Wybuchy wulkanéw
Energetyka Opryski soli morskiej
Komunikacja Zrédta biogenne

Procesy gornicze i metalurgiczne Czastki gleby przenoszone
Srodki owadobdjcze przez wiatr

Rys. 1. Podziat Zroédet zanieczyszczen Srodowiska metalami ciezkimi.
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Nadmierna ilo$¢ metali cigzkich w organizmie oraz dlugotrwaly z nimi kontakt
w codziennej pracy stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia i zycia cztowieka.
Metale te moga bowiem zaburzaé procesy fizjologiczne i biochemiczne
w organizmie czlowieka, uszkadza¢ narzady oraz przyczynia¢ si¢ do wystgpowania
choréb nowotworowych. Sg one wykrywane w roznego rodzaju kosmetykach
(kosmetykach kolorowych, produktach do pielegnacji twarzy i ciata, kosmetykach
do wlosow, kosmetykach ziotowych itp.). Metale te pochodza ze skazenia surowcow
i stosowania surowcOw niespelniajacych norm np. zanieczyszczonej wody,
stosowania aparatury metalicznej, a takze celowego ich wprowadzania np. jako filtry
UV lub pigmenty, nieprzestrzegania przepisow przez drobnych producentéw oraz
braku S$cistych regulacji prawnych [2]. Na rysunku 2 przedstawiono droge
przenikania metali cigzkich do konsumentow kosmetykow kolorowych.

o=t~

Rys. 2. Schemat dostawania si¢ metali cigzkich do organizmu ludzkiego.

Zwiazki metali ciezkich tj. oldw, kadm, nikiel, rte¢ oraz arsen obecne s3
w kosmetykach kolorowych. W tabeli 1 opisano ich wyst¢gpowanie w kosmetykach
kolorowych oraz negatywnie objawy wptywajace na stan zdrowia ludzi [3,4].

Tabela 1. Najczg$ciej wystepujace metale cigzkie w kosmetykach kolorowych
oraz ich negatywne objawy.

Metale Kosmetyki kolorowe Objawy
cigzkie

szminka, podktad, kredka do|zatrucia przewlekte 1 ostre, encefalopatia, uszkodzenie
Pb  |oczu, eyelinery, tusz do rzes,|erytrocytow, anemia, nowotwory, demielinizacja-uszkodzenie
cienie do powiek uktadu nerwowego, bezptodnos¢, wzrost ci$nienia tgtniczego

Cd r6z do policzkéw, tusz do|podraznienia zotadka, biegunki, wymioty, krucho$¢ kosci,
rzes, balsamy do ust, pudry |uszkodzenie nerek, watroby i jelit, niedokrwisto$¢

Ni henna, cienie z talku, pudry|nowotwory, astma, reakcje alergiczne, choroby uktadu
nawilzajace, pomadki oddechowego i serca
szminka, balsam do ust, bezsenno$¢, uposledzenie koncentracji, uszkodzenie drog
Hg lakiery do paznokci, oddechowych, wutrata  pamigci, bezsenno$¢,  drgawki,
henna, cienie do powiek polineuropatia, uszkodzenie nerek
puder, 16z do policzkow, nowotwory, zmiany skorne, podraznienia, stany zapalne
As tusz do rzgs, btyszczyk, przewodu pokarmowego, uszkodzenie serca, tamliwo$é
cienie do powiek paznokci, niedokrwisto$¢

Zaostrzenia praw w zakresie toksycznych substancji chemicznych w produktach
kosmetycznych oraz zakaz stosowania metali cigzkich w skladzie kosmetykow
kolorowych nie zawsze jest respektowany. Mimo licznych kontroli i zarzadzania
produkcja wedlug GMP (Good Manufacturing Practice) metale ci¢zkie wciaz sa
spotykane w preparatach kosmetycznych. W przypadku potwierdzenia obecnosci
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zbyt duzej ilosci metali cigzkich w kosmetykach zagrazajacej zyciu czlowieka,
produkt zostaje zgloszony do europejskiego systemu Safety Gate [5]. Na rysunku 3
przedstawiono maksymalna dopuszczalng zawarto$¢ metali cigzkich w kosmetykach
kolorowych [4], a w tabeli 2 przyktadowa ich zawarto$¢ w kosmetykach kolorowych

2.

1z

10
10

Zawartosé metali ciezkichh [mg/kgl
[~}

Pb

3 3
. : : .
o B
Cd Ni Hg As
Metale ciezkie

Rys. 3. Dopuszczalna zawarto$¢ metali cigzkich w kosmetykach kolorowych.

Tabela 2. Tlo§¢ pierwiastkow toksycznych w kosmetykach kolorowych (mg/kg).

Kosmetyki kolorowe Pb Cd As Ni Hg

Cienie do powiek 0-202,06 0-55,59 0-11,1 0,02-359,44 0-0,74

Kredki do oczu 0,31-213,6 0,3-3,05 - 0,69-21,5 -
Eyelinery 0-14 0-1,5 - 5,07-46,8 0-0,01
Pomadki 0-3,76 0-60,2 - 0-22,8 0-0,01

Podklady 0-61,86 0,18-29,05 - 0,72-214,54 -

Roze do policzkow 0,2-31,7 0,1-0,3 - 4,1-13,1 -
Lakiery do paznokci 0,2-6,03 0,01-1,68 - 1,89 0-0,19

Wedtug ustawy z dnia 30 marca 2001 r. o kosmetykach zakazuje si¢ wprowadzania
substancji niedozwolonych np. metali ciezkich do stosowania ich w wyrobach
kosmetycznych [6]. Jednakze badania po$wigcone skladowi kosmetykow
kolorowych wykazaly obecno$¢ metali cigzkich, ktore wystepujg w nich zar6wno
jako sktadniki lub zanieczyszczenia. Tabela 2 potwierdza przekroczony limit
maksymalnej zawartosci metali cigzkich np. w lakierach do paznokci, przekroczona
jest ilos¢ niklu o 0,89 mg/kg oraz w rézach do policzkéw moze wystgpowac az 31,7
mg/kg otowiu, co z pewnoscia nie jest tylko przyczyna zanieczyszczen
spowodowanych przez urzadzenia metaliczne, stosowanie surowcoéw do produkcji
kosmetykow kolorowych, ale roéwniez celowe ich wykorzystywanie, aby np.
przedtuzy¢ termin ich przydatnos$ci. Stwierdzono takze obecno$¢ olowiu w pastach
do zebow, ktorego stezenie przekraczato limity norm amerykanskich i unijnych czy
obecno$¢ olowiu i niklu w pomadkach i pudrach na poziomie ograniczonym
wytycznymi europejskimi na rynku polskim [7]. Na rysunku 4 przedstawiono
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zawarto§¢ toksycznych pierwiastkdw — rteci, niklu, arsenu, kadmu oraz otowiu,
ktére znajduja si¢ w organizmie przecigtnego czlowieka, wynikajace z braku
przestrzegania praw w zakresie regulacji szkodliwych metali cigzkich przez
producentéw wyroboéw kosmetycznych [8].

He | 0,01

CE

=

100

Metale cigzkie
g &

[¥5)

a l

0 20 40 60 BO 100 120 140

Wartosc podana w mg na 70kg masy czfowieka

Rys. 4. Zawarto$¢ metali cigzkich w organizmie przecigtnego cztowieka o masie 70 kg.

Whioski: Na podstawie danych zawartych w literaturze wynika, iz spoteczenstwo
jest ciagle narazone na kontakt z toksycznymi pierwiastkami chemicznymi.
Usunigcie metali cigzkich z produktéw do pielegnacji ciata po ich wyprodukowaniu
nie jest mozliwe, jednak staranny dobor surowca, majgc na uwadze zawarto$¢ metali
ciezkich, moze znaczaco wptynac i poprawi¢ jakos§¢ kosmetykow kolorowych oraz
ocali¢ pickno $rodowiska. Konsumenci powinni mie¢ wigkszg §wiadomos¢ sktadu
kosmetykow kolorowych, powinni czyta¢ etykiety 1 przestrzegaé zasad
bezpiecznego stosowania preparatow, zeby jak najbardziej ograniczy¢ przenikanie
metali cigzkich do organizmu ludzkiego.
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PSYCHODELIKI JAKO PRZYSZEOSC FARMAKOTERAPII
W LECZENIU ZABURZEN PSYCHICZNYCH

A. GRUDZINSKA, A. PAWLAK, T. WROBEL, Uniwersytet Medyczny
W Lublinie, Wydzial Farmaceutyczny, Katedra i Zaktad Syntezy i Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych z Pracownig Modelowania Komputerowego,
ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Psychodeliki sg substancjami psychoaktywnymi, znanymi od wiekow,
glownie za sprawa ludow plemiennych, gdzie stosowane sa w praktykach
religijnych. Szczyt popularnosci psychodelikow przypada na lata 60. XX w, kiedy to
stosowane rekreacyjnie, staly si¢ nieodtgcznym elementem kultury hipisowskiej.
Jednoczesnie, w USA przeprowadzano nad nimi badania w kierunku wihasciwosci
farmakologicznych. Mimo, iz wyniki badan byly bardzo obiecujace, zostaly one
zawieszone, w mysl walki z narkomanig. W latach 90. po ztagodzeniu obostrzen
powrdcono do badan, a substancje psychodeliczne przezyly prawdziwy renesans
w $wiecie nauki. Pojawily si¢ nowe doniesienia o potencjalnej skutecznosci
psychodelikow w leczeniu zaburzen depresyjnych i lekowych. Niniejsza praca
stanowi przeglad najnowszych badan naukowych, dotyczacych potencjatu
farmakologicznego psychodelikow i ich wplywu na przyszto§¢ farmakoterapii
zaburzen psychicznych.

Wprowadzenie: Do psychodelikow nalezg m.in takie substancje jak LSD,
psylocybina, meskalina. Badania nad nimi moga mieé¢ ogromny wplyw na
przyszto§¢ farmakoterapii zaburzen psychicznych, ale rdwniez na rozwoj neuronauki
w badaniu funkcji mézgu i ludzkiej $§wiadomosci. Juz w latach 50. Humphry
Osmond, angielski psychiatra, probowat leczy¢ alkoholizm, za pomoca LSD,
otrzymujac zadowalajace wyniki [1]. Obecnie, najwieksze nadzieje skupiajg sie¢ na
psylocybinie — substancji psychodelicznej pochodzenia naturalnego o budowie
tryptaminowej (Rys.1).
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Rys.1. Wzér chemiczny psylocybiny.

Wystepuje ona w grzybach psylocybinowych m.in. w Psilocybe cubensis i Psilocybe
semilacetae. W latach 60. zostata pierwszy raz wyizolowana i opisana przez Alberta
Hoffmanna [2]. W 2016 roku zesp6t badawczy R. Carthart’a Harris’a przeprowadzit
pierwsze badania  kliniczne z uzyciem psylocybiny jako  $rodka
przeciwdepresyjnego. Badanie przyniosto pozytywne rezultaty [3]. Najnowsze
badania pokazaty, ze psychodeliki maja dziatanie hamujace aktywnos$¢ mozgu
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w obszarach sieci uktadu spoczynkowego, ktorej aktywno$¢ jest wyzsza u 0sob
dotknigtych zaburzeniami psychicznymi takimi jak depresja, schizofrenia, autyzm
czy Alzheimer [4,5].

Czes$¢ eksperymentalna: Praca stanowi przeglad najnowszych wynikow badan,
dotyczacych wptywu psychodelikow na struktury moézgu oraz wynikajacych z tego
farmakologicznych korzysci. W niniejszej pracy skupiono si¢ w szczegdlnosci na
doniesieniach naukowych, dotyczacych psylocybiny, ktéra jest obecnie najbardziej
obiecujaca substancja w leczeniu lekoopornej depresji, uzaleznien a takze stanow
Ilgkowych u pacjentdow onkologicznych. Jako Zrédto publikacji naukowych
wykorzystano ogolnodostepng baz¢ danych Pubmed. Autorzy skupili si¢ gtdéwnie na
analizie wynikéw badan nad psylocybina, opublikowanych w ostatnich 5 latach.

Wyniki: Depresja jest narastajacym problemem we wspotczesnym §wiecie. Obecnie
ok 264 milionéw ludzi cierpi na depresje, a 800 tys. ludzi umiera z powodu
samobdjstw. Kazdego roku liczby te sg coraz wigksze. Farmakologiczne leczenie
choréb psychicznych skupione jest gldwnie na dziataniu objawowym, czg¢sto ma
ograniczong efektywnos¢ i wiaze si¢ z licznymi dziataniami niepozadanymi [6].
Rozwoj badan nad psychodelikami daje szans¢ na nowatorskie podejécie do leczenia
zaburzen. Skupia si¢ ono na poszukiwaniu zrédet zmian neuronalnych,
prowadzacych do choroby i sposobach ich leczenia za pomocag substancji
psychoaktywnych. Spozycie psychodelikow wywotuje trudne do opisania
doswiadczenia, ktore majg ogromny wpltyw na pozniejszy stan psychiczny. To jest
obszar, ktéry wymaga jeszcze wielu lat badan, ale otwiera furtke do zglebienia
funkcjonowania ludzkiego moézgu. Farmakologia psylocybiny 1 innych
psychodelikow nie jest jeszcze dobrze poznana. Wiemy, ze psylocybina jest
prolekiem dla psylocyny, ktéra ma zdolno$¢ pokonania bariery krew-mozg
i oddziatuje na receptory. Szczegdlnie silne powinowactwo ma do receptorow
serotoninowych: 5-HTp, 5-HT,a, 5-HT,, 5-HT,c, 5-HTs, 6-HTg, 5-HT;. Za
wlasciwosci psychoaktywne prawdopodobnie odpowiada dzialanie agonistyczne
psylocyny na receptory 5-HT,a. Skutki spozycia psylocybiny sa zalezne od dawki.
Przy wigkszych dawkach obserwuje si¢ efekty stuchowe, wizualne, halucynacje,
znieksztalcenia poznawcze i multisensoryczne. Okazuje si¢, ze takie przezycia majg
potencjal wyciagania ludzi z uzaleznien, depres;ji i innych zaburzen psychicznych
[7]. Co wigcej, nie odnotowano wilasciwosci toksycznych psychodelikow dla
ludzkiego organizmu. Charakteryzuja si¢ rowniez niskim potencjatem
uzalezniajacym (Rys. 2.) [5]. W 2016 roku ukazaty si¢ obiecujace wyniki badan nad
psylocybing prowadzonych przez zespét R. Carthart’a Harris’a. Zbadano wowczas
wlasciwosci przeciwdepresyjne psylocybiny. W badaniu wziglo udziat 12
ochotnikéw, dotknigetych lekooporng depresja. Po otrzymaniu dawki 25 mg,
stwierdzono znaczng poprawg¢ stanu zdrowia iutrzymywanie si¢ efektu
przeciwdepresyjnego od 3 tygodni do nawet 6 miesiecy po otrzymanej dawce [3].
W 2019 roku agencja FDA (Food and Drug Administration) zatwierdzita
psylocybing jako terapi¢ przetomowg dla MDD (Major Depressive Disorder),
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w odpowiedzi na medyczne zapotrzebowanie i korzystniejszy potencjat
farmakologiczny w stosunku do obecnie stosowanej farmakoterapii [8]. W 2020
roku ukazaly si¢ wyniki badan pod autorstwem Alana K. Davis’a. Bylo to
randomizowane badanie kliniczne potwierdzajace pozytywne efekty psylocybiny,
w terapii lekoopornej depresji. Wzigto w nim udziat 24 ochotnikow ze
zdiagnozowang ci¢zka depresja. Badanie wykazalo, ze terapia psylocybing
wywoluje szybkie i trwale efekty przeciwdepresyjne [9]. Obecnie, w Stanach
Zjednoczonych, w instytucie Usona, trwaja badania kliniczne 2 fazy, w ktorych
bierze 80 uczestnikow.
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Rys. 2. Wykres przedstawiajacy szkodliwo$¢ uzywek i narkotykow wedtug badan David’a Nutt’a [10].

Whnioski: Aktualne doniesienia naukowe potwierdzaja potencjat leczniczy
psylocybiny. Mozna si¢ spodziewaé, ze w przysztosci substancja ta otworzy furtke
do intensywniejszych badan nad psychodelikami, co moze by¢ prawdziwym
przelomem w farmakoterapii zaburzen psychicznych. Co wiecej, substancje
psychodeliczne moga réowniez postuzy¢ jako narzedzie do poznania ludzkiego
umystu. Juz wlatach 50. XX w. podkreslat to Stanislav Grof — amerykanski
psycholog i pionier w badaniach na psychodelikami. Obecny rozwdj badan nad
psychodelikami przyczynia si¢ do odejscia od kontrowersyjnego postrzegania
substancji psychoaktywnych, na rzecz wydobycia z nich pozytywnych korzysci
naukowych. Wiele mechanizméw zachodzacych w ludzkim moézgu jest jeszcze
niezbadanych i niezrozumiatych. Psychodeliki, ze wzgledu na swoje specyficzne
dziatanie, maja szans¢ rzuci¢ nowe $wiatlo w kierunku rozwoju neuropsychologii
i farmakologii zaburzen psychicznych.
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NEUROLEPTYKI ATYPOWE W LECZENIU SCHIZOFRENII
— PRZEGLAD LITERATURY

A. PAWLAK®, A. GRUDZINSKA®, A.A. KACZOR"?, Uniwersytet Medyczny
w Lublinie, Wydziat Farmaceutyczny, Katedra i Zaklad Syntezy i Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych z Pracownig Modelowania Komputerowego,
ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin % Szkota Farmacji, Uniwersytet Wschodniej Finlandii
Yliopistonranta 1, P.O. Box 1627, FI-70211 Kuopio, Finlandia.

Abstrakt: Schizofrenia to jedno z najpowazniejszych i wyniszczajacych zaburzen
psychicznych, stanowigcych duze obciazenie spoleczno-ekonomiczne wsrod
pacjentéw, ich opiekunoéw i calego spoteczenstwa. Pacjenci, u ktérych choroba
pojawita si¢ we wczesnym okresie zycia, zazwyczaj borykaja si¢ z cigzszymi
objawami negatywnymi, impulsywnoscia, zaburzeniami poznawczymi, slabym
funkcjonowaniem spotecznym oraz czgstymi hospitalizacjami. Chorobie tej
towarzysza: zwigkszona $miertelno$é, wspotistniejagce choroby fizyczne oraz
wyrazne objawy psychiatryczne. Podstawg postgpowania farmakologicznego
w terapii tej choroby jest stosowanie lekow przeciwpsychotycznych. Szczeg6lng
uwage w konteksScie leczenia schizofrenii przykuwaja leki atypowe, ktore zaleca si¢
stosowac jako leki pierwszego rzutu ze wzgledy na wysoka skutecznos¢, a takze
mniejsza iloScig dzialan niepozadanych w poréwnaniu z przeciwpsychotycznymi
lekami pierwszej generacji. Niniejsza praca stanowi przeglad doniesien dotyczacych
skuteczno$ci 1 bezpieczenstwa stosowania neuroleptykow atypowych w terapii
schizofrenii.

Wprowadzenie: Schizofrenia to przewlekta i niezwykle cigzka choroba psychiczna
dotykajaca blisko 1% populacji na $wiecie. Symptomy choroby pojawiaja si¢
zazwyczaj u ludzi osiggajacych wczesng dorosto$¢ oraz w okresie dojrzewania.
Zdaniem wielu badaczy, objawy choroby sa wynikiem zaburzen neurotransmisji
w ukladzie dopaminergicznym, serotoninergicznym, glutaminergicznym oraz
adrenergicznym [1,2]. Objawy choroby dzieli si¢ na trzy grupy. Do jednej z nich
nalezg objawy pozytywne w skiad ktorych wchodza: urojenia, zdezorganizowane
mysli, mowa i zachowanie oraz omamy. Kolejng grup¢ stanowiag objawy negatywne
do ktorych naleza: alogia, apatia, sptaszczenie afektywne i wycofanie spoleczne. Na
trzecig grupg objawow sktadaja si¢ deficyty poznawcze, wsrod ktorych wyrdznia si¢
problemy z uwaga i pamigcia, a takze stabe funkcjonowanie wykonawcze [3]. Do
leczenia schizofrenii stosuje si¢ leki przeciwpsychotyczne, wsrod ktorych wyrdznia
si¢ leki typowe (pierwszej generacji) i leki atypowe (drugiej i trzeciej generacji).
Wsréd lekéw nalezacych do drugiej generacji wymienia si¢ miedzy innymi:
klozaping, olanzaping, kwetiaping, risperidon, zyprazydon, paliperydon, asenaping,
lurazydon i amisulpiryd [4]. Ich mechanizm dziatania opiera si¢ na
antagonistycznym wpltywie na receptory serotoninowe 5-HT, i w mniejszym stopniu
na receptory D, [5]. Natomiast za leki trzeciej generacji uznaje si¢ aripiprazol,
brekspiprazol i kwetiaping. Sa one stronniczymi lub cze$ciowymi agonistami
receptorow D,. Leki przeciwpsychotyczne podawane sa doustnie lub domig¢$niowo.
W przypadku podania domig$niowego s3 to formy o przedtuzonym dziataniu, ktore
poprawiaja  przestrzeganie przez pacjentow  zalecen  lekarskich  [4].
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Leki atypowe sa dobrym przykladem terapii wielocelowych, a stosowanie
pojedynczego leku zmniejsza ryzyko interakcji i nieprawidlowego dawkowania.
Oprocz korzystnego wplywu na objawy pozytywne choroby, wywieraja wplyw
takze na leczenie objawow negatywnych, zaburzen poznawczych, a takze wiaza si¢
z poprawg wynikow funkcjonalnych [2]. W przeciwienstwie do lekoéw typowych,
neuroleptyki atypowe wykazuja wyzszy profil bezpieczenstwa w kontekscie
poznych dyskinez oraz objawow pozapiramidowych [3]. Neuroleptyki atypowe
wykazuja zréznicowane profile tolerancji, obejmujace migdzy innymi: zaburzenia
lipidowe, podwyzszenie poziomu prolaktyny, przyrost masy ciala, sedacj¢ lub
zaburzenia stezenia glukozy. Przy wyborze leku dla konkretnego pacjenta, zaleca si¢
dokladne rozwazenie profilu tolerancji. Z zebranych informacji wynika, ze
w przypadku mlodziezy wystgpuje zwickszona podatno$¢ na problemy
metaboliczne. Wigze si¢ z tym dlugotrwate ryzyko hiperlipidemii oraz cukrzycy.
Dlatego w tej populacji zalecane jest monitorowanie metabolizmu oraz masy ciata
w trakcie stosowania neuroleptykow [6].

Cze$é eksperymentalna: Praca opiera si¢ na przegladzie aktualnych informacji
naukowych, podsumowuje stan wiedzy w kontekscie skutecznos$ci i bezpieczenstwa
stosowania atypowych lekow przeciwpsychotycznych w leczeniu schizofrenii. Do
odnalezienia literatury odnoszacej si¢ do tematu pracy, wykorzystano opracowanie
naukowe oraz materialy z ogélnodostepnej bazy danych PubMed, uzywajac do
wyszukiwania nastgpujacych stow kluczowych: ,schizophrenia”, ,atypical”,
Hheuroleptics”. Autorzy skupili si¢ na analizie opublikowanych od 2012 roku
informacji na temat neuroleptykdéw drugiej i trzeciej generacji uzywanych w terapii
schizofrenii.

Wyniki:  Przeanalizowano  badania  naukowe  dotyczace  skuteczno$ci
i bezpieczenstwa stosowania neuroleptykéw atypowych w schizofrenii (Rys.1.).
Frampton J.E. w przegladzie prac dotyczacych domig$niowego podania aripiprazolu
lauroxilu w schizofrenii zauwazyt miedzy innymi, Ze terapia zapewnita osiggnigcie
znacznego zlagodzenia objawow dolegliwos$ci. Ponadto wsrod pacjentow
zaobserwowano poprawe skali zespolu pozytywnego i negatywnego (PANSS,
Positive and Negative Syndrome Scale). U kilku os6b odnotowano pojawienie si¢
skutkéw ubocznych, tj. akatyzja, bezsennos¢, niepokoj, bol glowy, reakcja
w miejscu wstrzyknigcia oraz wzrost masy ciata. Na ogol lek byt dobrze tolerowany,
a wigkszo$¢ dzialan niepozadanych zwigzanych z zastosowang terapia miata
charakter tagodny lub umiarkowany [7]. Badacze z Anglii w przegladzie prac
dotyczacych doustnie podawanego brekspiprazolu zaobserwowali, ze skala
pozytywnego i negatywnego zespolu ulegla poprawie po zastosowanej terapii.
Wskaznik cigzko$ci choroby oraz ogdélna poprawa wrazen klinicznych réwniez
dowiodly skutecznos$ci brekspiprazolu. Terapia wigzala si¢ z wystapieniem
umiarkowanych skutkow ubocznych, tj. wzrost masy ciala, nudnosci, akatyzja,
sucho$¢ w ustach i senno$é [8]. W innym przegladzie prac zauwazono, ze doustne
podawanie lurazydonu, aripiprazolu, olanzapiny, kwetiapiny, zyprazydonu,
asenapiny, risperydonu, paliperydonu o przedluzonym uwalnianiu i klozapiny
w poroéwnaniu z placebo wykazato poprawg wyniku PANSS (z wyjatkiem
zyprazydonu) oraz wskaznika cigzkosci choroby (oprocz kwetiapiny). Nie
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odnotowano znaczacych réznic wérdd atypowych lekéw w kontekscie pojawiania
si¢ akatyzji lub objawdéw pozapiramidowych. Lurazydon wykazal mniejsze ryzyko
przerwania terapii i nizszy odsetek pacjentow, u ktorych odnotowano przyrost masy
ciata w porownaniu z innymi lekami zastosowanymi w badaniu [6]. Polscy badacze
dokonali przegladu artykutow naukowych dotyczacych domig¢$niowego stosowania
palmitynianu  paliperidonu ~ w  leczeniu  schizofrenii. Na  podstawie
przeanalizowanych badan klinicznych wyciagneli wnioski dotyczace skutecznosci
i bezpieczenstwa stosowania wyzej wymienionego farmaceutyku. Zauwazono
tendencje¢ do wydhuzenia okresu poprawy oraz zmniejszenia nasilenia objawow
choroby. Ponadto paliperidon wykazal dobra tolerancje wérdd pacjentéw i brak
szczegblnych roznic w czestotliwoscei i nasileniu skutkéw ubocznych w poréwnaniu
z placebo [9]. W oryginalnym badaniu przeprowadzonym przez Fernandesa T.P.
i in. udowodniono, ze neuroleptyki atypowe majg wptyw na widzenie oraz procesy
poznawcze, a w przypadku pacjentdw stosujacych terapi¢ tymi lekami wykazano
lepsze wyniki w poréwnaniu z osobami leczonymi za pomocg neuroleptykow
typowych [10]. Badacze z USA na podstawie analizy prac badawczych
zaobserwowali, ze podawany doustnie lurazydon jest skutecznym lekiem w terapii
schizofrenii. Ponadto nie powoduje dziatania przeciwmuskarynowego, anty-
histaminowego H1, ani nie wykazal znaczacego antagonizmu receptoréow 5-HT2c.
Jako skutki uboczne tego leku zwigzane z dawka wymienia si¢: akatyzj¢, wzrost
stezenia prolaktyny, uspokojenie polekowe i sennosc¢. Nalezy je zniwelowaé poprzez
dostosowanie odpowiedniej dawki leku [11].
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Rys. 1. Przyktadowe neuroleptyki atypowe — a) aripiprazol, b) kwetiapina, c) olanzapina,
d) brekspiprazol
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Whioski: Na podstawie wynikéw badan okazuje si¢, ze istnieje wysoka skutecznos$é
i bezpieczenstwo stosowania neuroleptykow atypowych w leczeniu schizofrenii.
Ocena skutecznosci byta podobna we wszystkich omowionych pracach, natomiast
bezpieczenstwo stosowania poszczegolnych lekow atypowych réznito si¢ migdzy
soba. W zawigzku z tym istnieje zapotrzebowanie na odkrywanie coraz nowszych
neuroleptykow atypowych, mogacych zapewni¢ jeszcze wigksza kontrole objawow
choroby i wyzszy poziom tolerancji. Wszystkie zebrane informacje w tej pracy
potwierdzaja, ze terapia przeprowadzona przy pomocy wyzej wymienionych lekow,
ma szans¢ doprowadzi¢ do uzyskania lepszych wynikéw badan i tym samym
podniesienia jakosci zycia u pacjentdw cierpigcych na schizofrenie.
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