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Szanowni Panstwo,
Drodzy Studenci i Doktoranci,

Oddajemy w Panstwa rece kolejng dziesiagtg juz monografie z cyklu ,,Nauka i przemyst —
lubelskie spotkania studenckie”. Jej celem jest przedstawienie najnowszych osiggnie¢
naukowych, badawczych i technicznych mtodych badaczy — studentoéw i doktorantow
zwigzanych z ochrong srodowiska, medycyna, farmacjg i biochemia, chemig kosmetycz-
na, przemystem chemicznym oraz chemia rolna.

Wyrazam nadzieje, Zze bedziecie Panstwo zadowoleni zarowno z zakresu zagadnien
merytorycznych, bedacych przedmiotem prezentacji i dyskusji, jak rowniez z ich pozio-
mu naukowego. Dobre relacje buduje si¢ poprzez wtasciwa komunikacj¢ — temu stuzyé
ma przedstawiona monografia.

Mitej lektury,

Dorota Kotodynska
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BADANIA IMUNOCHEMICZNE LIPOPOLISACHARYDOW
i ANTYGENOW-O BAKTERII zRODZAJU AEROMONAS
PATOGENNYCH DLA RYB w CELU OKRESLENIA
SKEADANIKA DLA IMMUNOPROFILAKTYKI ZAKAZEN
PALECZKAMI w HODOWLACH RYB

M. KURZYLEWSKA, K. DWORACZEK, A. TURSKA-SZEWCZUK, UMCS,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Genetyki
i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Lipopolisacharyd (LPS) jest glownym czynnikiem wirulencji bakterii
z rodzaju Aeromonas. Warunkuje przyleganie do komoérek nabtonka gospodarza, chroni
bakterie przed dziataniem uktadu dopetiacza oraz fagocytozg. w schemacie budowy
LPS mozna wyrdzni¢: najbardziej konserwatywny strukturalnie lipid A, oligosacharyd
rdzeniowy i polisacharyd O-swoisty (fancuch O-swoisty, antygen O, antygen somatycz-
ny), charakteryzujacy si¢ najwigksza heterogennos$cia. Ze wzgledu na unikalng budowe,
nawet w obrebie szczepdw, tancuch O-swoisty pelni role antygenu powierzchniowego
i determinuje swoisto$¢ serologiczng bakterii. Znane sg dwa systemy klasyfikowania
pateczek Aeromonas, utworzone w oparciu o specyficzne determinanty antygenu soma-
tycznego O. w systemie NIH (Japan) wyodrebniono 44 serogrupy, a w NIPEH (The
Netherlands) 30 immunotyp6éw. Badania prowadzone w PIB-PIW w Putawach dotyczace
serotypowania bakterii Aeromonas izolowanych gléwnie od ryb hodowlanych w Polsce,
wskazaly na znacznie wicksza ich heterogennos¢ pod wzgledem budowy cieplostatego
antygenu O i pozwolily na wyodrgbnienie, poza istniejacymi schematami, 20 kolejnych
tymczasowych grup serologicznych, ktore odgrywaja najwigksza role w wywotywaniu
bakteryjnej posocznicy krwotocznej MAS i infekcji MAI Kkarpia i pstraga na naszym
obszarze [1]. Badania immunochemiczne nowych wariantéw antygenow O sa punktem
wyjscia do poznania sktadu antygenowego szczepionki do immunoprofilaktyki czynnej
choréb zakaznych MAI/MAS u ryb hodowlanych.

Whprowadzenie: Znajomo$¢ struktury antygenu O szczepéw Aeromonas oraz ich przy-
naleznosci do danej serogrupy umozliwi zaproponowanie sktadnikow antygenu szcze-
pionkowego reprezentatywnego dla gatunkow i grup serologicznych wystepujacych
w polskich akwakulturach. w celu uzyskania pelnej informacji o cechach antygenu
O-swoistego, wazne jest polaczenie badan strukturalnych i immunologicznych. Analizu-
jac budowe czesci weglowodanowej lipopolisacharydu nalezy okresli¢: sktad jednostek
cukrowych tworzacych polimer, kolejno$¢ reszt monosacharydowych i sposob ich pota-
czenia w oligomerach, rodzaj i wielkos¢ pierscienia reszty cukrowej (piranoza, furanoza)
oraz konfiguracje absolutng (D lub L). Technikami najczesciej stosowanymi do okresla-
nia struktury pierwszorzedowej polisacharydow oraz budowy czesci lipidowej LPS sa:
chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometrig mas (GC-MS), spektrometria mas
MALDI-TOF oraz spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). z kolei,
badania serologiczne tj.: Western blotting i test immunoenzymatyczny ELISA umozli-
wiajg ustalenie epitopoéw antygenu O, ktore warunkujg jego swoisto$¢. Niniejsza praca
przedstawia gtéwne metody immunochemiczne wykorzystywane w badaniach moleku-
larnych LPS iantygenow O-swoistych bakterii Gram-ujemnych. Pierwszy etap badan
12
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polega na ekstrakcji LPS z trawionych enzymatycznie komorek, klasyczna metoda wod-
no-fenolowa na goraco, pozwalajaca na ilosciowe uzyskanie tego sktadnika btony ze-
wnetrznej (1 - 4% w przeliczeniu na suchg masg). Zastosowanie metody mikroekstrakcji
LPS z komérek wg. Apicella [2] jest sposobem szybszym, dostarczajacym niewielkiej
ilosci materiatu, wystarczajacej jednak do badania heterogennosci frakcji LPS. Obie
metody nie daja W petni oczyszczonego LPS ale taki preparat moze stuzy¢ jako substrat
w badaniach immunochemicznych. Rozdzielony glikolipid w zelu poliakrylamidowym
w obecnosci detergentu (elektroforeza SDS-PAGE), jest analizowany w reakcji Western
blotting. Metoda SDS-PAGE umozliwia wizualizacje profilu glikoform LPS oraz po-
zwala na oceng charakteru frakcji hydrofilowych i hydrofobowych wyekstrahowanych
z komoérek 45% fenolem, atakze okreSlenie przyblizonego cigzaru czasteczkowego
endotoksyny poprzez poréwnanie do migracji preparatu wzorcowego - LPS typu S,
Salmonella enterica sv. Typhimurium. Elektroforeze SDS-PAGE prowadzi si¢ zazwy-
czaj w 12,5% zelu poliakrylamidowym, ktory jest nastgpnie utleniany w roztworze nad-
jodanu i barwiony solami srebra w warunkach alkalicznych. Wzoér migracji LPS w Zelu,
obserwowany po wywolaniu, jest polidyspersyjny i ma posta¢ drabinki prazkow, ze
wzgledu na wystepowanie czasteczek o réznej liczbie powtarzajacych si¢ podjednostek
w antygenie O. w badaniach wtasnych, na podstawie rozdzialu SDS-PAGE preparatow
LPS A. veronii bv. sobria K133 i Pt393 [10,6] wykazano obecno$¢: frakcji szybko mi-
grujacych, LPS - R (R-rough - fenotyp szorstkich form bakterii) odpowiadajacych gliko-
formom zawierajacym lipid a i rdzen, frakcji LPS typu SR, z przytaczong podjednostkg
antygenu O, jak rdwniez, W obu przypadkach, okreslono hydrofobowy charakter wyso-
koczasteczkowych form LPS typu S, (S-smooth - fenotyp gtadkich form). Badania struk-
turalne antygenu O-swoistego wymagaja jednak degradacji LPS. Zatem kolejny etap
polega na uzyskaniu frakcji polisacharydowej. w tym celu przeprowadza si¢ tagodna,
kwasng hydroliz¢ LPS typu S (w zalezno$ci od charakteru, z fazy fenolowej lub wod-
nej), i po oddzieleniu straconego lipidu A, otrzymuje si¢ supernatant zawierajacy degra-
dowany polisacharyd (dgPS), ktéry rozdziela si¢ metoda saczenia molekularnego na
kolumnie zelowej np. Sephadex G50 Fine w obecnosci eluentu (np. 1% kwasu octowe-
g0). Powyzsza metoda pozwala na separacje¢ frakcji o r6znej ruchliwosci W zelu, a zatem
i ciezarze molekularnym. Frakcja wysokoczasteczkowa, odpowiadajgca antygenowi
O wyptywa tuz za pustg objetoscig kolumny i jest poddawana dalszym badaniom.

W analizie polisacharydéw waznym etapem jest ustalenie rodzaju reszt cukrowych bu-
dujgcych polimer, w tym celu wykorzystuje sie technike GC-MS. Weglowodany ze
wzgledu na liczne grupy polarne sg mato lotne, dlatego do analizy technika chromato-
grafii gazowej nalezy je podda¢ derywatyzacji, czyli przeprowadzi¢ w stabilne, lotne
pochodne o nizszej temperaturze parowania. Cukry obojetne i aminocukry uwolnione na
drodze ostrej hydrolizy polisacharydu z uzyciem najczesciej 2M kwasu trojfluoroocto-
wego (TFA) przeprowadza sie¢ W lotne pochodne cukrow tj. octany alditoli. Chromato-
gramy gazowe zawierajace rozdzielone na kolumnie sktadniki, identyfikuje si¢ poréwnu-
jac ich czasy retencji z czasami retencji wzorcow oraz analizujac widma mas i schematy
fragmentacji. w badaniach wlasnych, w analizie GC-MS antygenu O szczepu Pt393 [3]
wykryto chinowozaming (2-amino-2,6-dideoksyglukoze, QuiN), fukozaming (2-amino-
2,6-dideoksygalaktoze, FucN), galaktozaming (GalN), a po tagodnej hydrolizie kwasem
mineralnym rzadki cukier - tomozamine (4-amino-4,6-dideoksygalaktoze, Fuc4N).
Analiza metylacyjna umozliwia poznanie budowy polisacharydu, poprzez okreSlenie
pozycji wigzan glikozydowych miedzy monocukrami. w polimerach, metylacja wolnhych
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grup hydroksylowych cukrow prowadzi do powstania per-O-metylowanych sktadnikéw,
ktére po hydrolizie wigzan glikozydowych, sa poddawane redukcji, powodujacej otwar-
cie pierscienia cukrowego. Nastgpnie uwolnione grupy hydroksylowe pierscieni oraz
tworzace wigzania glikozydowe sg acetylowane. Potozenie grup O-metylowych (OMe)
i O-acetylowych (OAc) jest okreslane na podstawie widm mas i schematow fragmentacji
technika GC-MS [3,4].

W badaniach wlasnych wykazano, ze w polisacharydzie O-swoistym A. veronii bv. so-
bria K133 reszty galaktozy i bacillozaminy (QuiN4N) sa glikozydowo zwiazane przy
weglu C-3, a galaktozaminy przy C-3 albo C-4 [4]. Okreslenie konfiguracji absolutnej D
lub L jest koniecznym etapem badan struktury polisacharydu, poniewaz wiele cukrow
takich jak arabinoza, ramnoza czy fukoza wystepuje W zwigzkach wieloczasteczkowych
W postaci obu enancjomerow, czesto W tym samym polisacharydzie. Konfiguracje abso-
lutng (stereoizomeri¢) reszt cukrowych podjednostki antygenu O oraz rdzenia LPS ozna-
cza si¢ metodg chromatografii gazowej po przeprowadzeniu ich np. w peracetylowane
pochodne oktylowych lub butylowych glikozydow. w tym celu, sktadniki polisacharydu
uwalnia si¢ na drodze hydrolizy lub metanolizy, dzieli si¢ na dwie czesci i traktuje chi-
ralnym alkoholem np. S-(+)-2-oktanolem i RS-(+)-2-oktanolem w obecnosci chlorku
acetylu (100°C, 3h / 65°C, 18h). Powstale oktylowe glikozydy poddaje si¢ acetylacji
w mieszaninie bezwodnika octowego i pirydyny (1:1) i analizuje technika GC-MS po-
réwnujac czas migracji rozdzielonych na kolumnie diastereoizomeréw z czasem migra-
cji wzorcoOw. W badaniach wilasnych, analiza peracetylowanych oktylowych glikozydow
w O-antygenie A. veronii bv. sobria K133 pozwolita na okreslenie przynaleznosci bacil-
lozaminy (QuiN4N), Gal i GalN do szeregu D [4], a w O-antygenie Pt393 FucN do sze-
regu L, natomiast QuiN i Fuc4N do szeregu D [3]. Analiza heterogennosci frakcji LPS
metodg MALDI-TOF MS dostarcza informacji na temat budowy natywnej, nie degra-
dowanej endotoksyny. w badaniach wlasnych, zastosowane warunki jonizacji spowodo-
waty peknigcie wigzania ketozydowego pomiedzy dystalng glukozaming w lipidzie A,
areszta kwasu 2-keto-3-deoksyoktulozonowego (Kdo) w oligocukrze rdzeniowym.
w konsekwencji, na widmie mas, zarejestrowanym w jonizacji ujemnej, obserwowano
fragmenty jonowe odpowiadajace lipidowi a oraz oligosacharydowi rdzenia. Na kla-
syczng budowe lipidu a Aeromonas szczepu K133, wskazywata obecno$¢ na widmie
jondéw 1768, 1796 i 1824 Da charakterystycznych dla disacharydu glukozaminy ufosfo-
rylowanego przy C-1 i C-4’, podstawionego (amidowo i estrowo) gtéwnie przez reszty
kwasu 3-hydroksytetradekanowego oraz niosgcego drugorzedowe nasycone kwasy
thuszczowe: dodekanowy lub tetradekanowy (1824 Da). Potwierdzeniem identyfikacji na
widmie mas jonéw charakterystycznych dla rdzenia LPS: 1947 i 2027 Da, byt jon 1903
Da, po utracie masy Am = 44 u, ktéra odpowiada grupie COO™ pochodzacej z Kdo. Jony
roznigce si¢ o 80 amu, wskazywaly na wystgpowanie ufosorylowanych lub nie warian-
tow rdzenia. Najcenniejsze dla badania réznic W budowie antygenéw O, azatem
i serotypow bakterii jest zaobserwowanie na widmie jonu pozwalajacego okresli¢ wiel-
ko$¢ powtarzajacej si¢ podjednostki. Przyktadowo, na widmie szczepu K133 byt to jon o
masie 2708 Da. Réznica masy 841 Da odpowiadata czterocukrowej podjednostce anty-
genu O ibyla zgodna z wynikami analiz chemicznych oraz badan strukturalnych [4].
Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) jest jednym z najbardziej
atrakcyjnych poznawczo narzedzi do analizy architektury molekularnej czasteczek poli-
sacharydow. Wykorzystuje si¢ tutaj jedno- i dwuwymiarowe techniki NMR, najczesciej
dla jader *H i *C. Zastosowanie maja eksperymenty typu ‘H-'H COSY, *H-'H TOCSY,
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'H-'H NOESY, 'H-C HSQC i 'H-*C HMBC. Dane jakie mozna otrzyma¢ analizujac
sygnaty rezonansowe na widmach, dostarczaja cennej wiedzy na temat sktadu cukrowe-
go poli- i oligomeréw, sekwencji i sposobu powigzania reszt cukrowych, konfiguracji
anomerycznych atoméw wegla, wielko$ci irodzaju pierscieni cukrow, identyfikacji
miejsc przylaczenia i charakteru podstawnikow niecukrowych. Wszystkie te informacje
prowadza do ustalenia sekwencji monocukréw budujacych podjednostki oligocukrowe
antygenoéw O [4]. Badania serologiczne bakterii pozwalaja na identyfikacje dominuja-
cych immunotypéw oraz ich zwiazku z patogenno$cig. Dla pateczek Aeromonas
w testach aglutynacji wykorzystuje si¢ inaktywowane termicznie bakterie i swoiste su-
rowice odpornosciowe dla 44 typowych (NIH) serogrup. Taka analiza jest czgsto niewy-
starczajaca dla serotypowania szczepow z danego obszaru geograficznego, z powodu
duzej heterogenno$ci antygenu somatycznego. W Polsce badania mozna rozszerzyé
0 kolejne tymczasowe serogrupy (PGO1-PGO20) [1]. Doktadniejsze analizy immuno-
chemiczne pozwalajg na potwierdzenie jakosciowe i wizualizacje reakcji swoistych czy
krzyzowych antygendéw i przeciwcial (Western blotting) oraz ilo§ciowa oceng poziomu
ich reaktywnos$ci (test immunoenzymatyczny ELISA), umozliwiajac, jak wykazano
W badaniach wlasnych, rozpoznanie elementéw strukturalnych antygenow O swoistych
dla konkretnej serogrupy czy serotypu [4].

Whioski: Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas (GC-MS), spektro-
metria mas MALDI-TOF i NMR sa obecnie podstawowymi technikami analitycznymi
wykorzystywanymi w badaniach molekularnych lipopolisacharydu bakterii patogennych
dla zwierzat i cztowieka. Dzieki ich zastosowaniu uzyskuje si¢ informacje na temat
budowy natywnej endotoksyny oraz jej sktadowych: lipidu A, rdzenia iantygenu O.
z punktu widzenia zmienno$ci bakterii, analizy strukturalne antygenu somatycznego,
potwierdzone badaniami immunochemicznymi umozliwiaja okreslenie fragmentow
struktury bedacych epitopami swoistymi immunologicznie dla serogrupy i Serotypu
bakterii oraz warunkujacymi reakcje krzyzowe, wskazujace na ich podobienstwo.
Wspomniane narzedzia analityczne leza U podstaw badania antygenéw O i selekcji
szczepéw do immunoprofilaktyki czynnej zakazen wywotanych przez pateczki Aeromo-
nas sp. u ryb hodowlanych.
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AKTYWNOSC BAKTERII PROBIOTYCZNYCH WOBEC
UROPATOGENNYCH ESCHERICHIA COLI

M. PATRO?, J. KUTKOWSKA®, K. WRZESNIEWSKA?, 'UMCS, Wydziat Biologii
i Biotechnologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin,
?Uniwersytet Przyrodniczy, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Katedra i Klinika Cho-
rob Wewnetrznych Zwierzat, ul. Gleboka 30, 20-612 Lublin.

Abstrakt: Zakazenia uktadu moczowego (ZUM) sg jednymi z najczestszych aich le-
czenie jest trudne, ze wzgledu na wysokie prawdopodobienstwo nawrotu infekcji. Glow-
nym czynnikiem etiologicznym tych zakazen sg uropatogenne szczepy Eschericha coli
(UPEC). Coraz czesciej wystepujace zjawisko antybiotykoodpornosci wsrod bakterii
patogennych stanowi dodatkowy problem terapeutyczny. w poszukiwaniu alternatyw-
nych metod terapii zwrdcono uwage na bakterie probiotyczne, ktore dzigki swoim wla-
sciwo$ciom mogg by¢ wykorzystywane W leczeniu nawracajacych infekcji uktadu mo-
czowego. Cechami szczegdlnie pozgdanymi wsrdd probiotykow sg zdolnosci adhezyjne
oraz wytwarzanie substancji przeciwdrobnoustrojowych. Dodatkowo probiotyki ko-
rzystnie wpltywaja na organizm czlowieka, wspomagajac jego naturalne mechanizmy
odpornosciowe. Celem do$wiadczenia byto sprawdzenie hamujacego wplywu prepara-
tow probiotycznych na szczepy E. coli wyizolowane z drog moczowych ludzi i zwierzat.
w badaniach wykazano znaczacy wpltyw hamujacy pewnych probiotykow na wzrost
uropatogennych E. coli.

Wprowadzenie: Bakterie z rodziny Enterobacteriaceae gtéwnie E. coli, sa sktadnikami
mikrobiomu Iudzkiego uktadu pokarmowego. Bakterie te sg rowniez patogenami, czgsto
wywolujacymi infekcje u ludzi [2]. Uropatogenne E. coli powoduja zakazenie uktadu
moczowego, o nawracajacym przebiegu. w Polsce 40-50% zakazen szpitalnych stanowia
zakazenia drog moczowych, w tym 75-90% przypadkow jest spowodowana obecnoscia
patogennych szczepow E. coli. Najwazniejszymi czynnikami wirulencji UPEC sg adhe-
zyny i inwazyny, ktére umozliwiajg im adhezj¢ do komorek gospodarza, wydzielanie
toksyn oraz przyswajanie zelaza, niezbednego do rozwoju wigkszosci bakterii patogen-
nych [3]. Coraz czesciej wystepujace zjawisko antybiotykoodpornosci wérod tych bakte-
rii, utrudnia leczenie infekcji i wymaga szukania alternatywnych metod terapeutycznych
[2]. Jedng z metod jest zastosowanie probiotykow, jako srodkéw leczniczych lub wspo-
magajacych leczenie. Termin ten okresla bakterie wystepujace w naturalnych produktach
i stanowiace sktadnik mikrobioty jelit czlowieka. Pelnig one funkcje metaboliczna,
odpowiadajac za biosyntezg niezbednych zwigzkoéw organicznych (np. witamin), funkcje
troficzng, zapewniajac homeostaze uktadu odpornosciowego, oraz funkcj¢ ochronna,
zapobiegajac inwazji patogendéw. Probiotyki W organizmie czlowieka moga wywotaé
zjawisko probiozy, ktore polega na zwigkszaniu liczebnos$ci bakterii probiotycznych,
dziatajacych korzystnie na uktad pokarmowy. Bakterie probiotyczne mozna znalezé
w mlecznych napojach fermentowanych, m.in. jogurtach, kwasnym mleku czy kefirze
[6]. Do probiotycznych =zalicza si¢ glownie bakterie zrodzaju Lactobacillus
i Bifidobacterium z grupy bakterii mlekowych. Wtasciwo$ci probiotyczne wykazuja
takze niektore szczepy E. coli, Enterococcus facecium i Streptococcus thermophilus.
Probiotyki cechuja si¢ brakiem dziatania patogennego, opornoscig na dziatanie soku
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zotadkowego i kwasow zotciowych, zdolno$cia produkeji substancji o dziataniu przeciw
bakteriom chorobotwdrczym w tym uktadu moczowo-ptciowego, antagonizmem wobec
patogenow obligatoryjnych oraz adherencja do powierzchni nablonkow poszczegdlnych
uktadow w tym moczowego [4]. Probiotyki dziatajg wielokierunkowo. Jeden z mechani-
zmoé6w polega na hamowaniu namnazania i adhezji bakterii patogennych. Jest to spowo-
dowane silng adhezja bakterii probiotycznych do nabtonkéw oraz powstaniem biofilmu,
ktéry uniemozliwia przyleganie do nabtonka innym bakteriom [5, 7]. Ponadto bakterie
kwasu mlekowego produkuja metabolity, ktére W znacznym stopniu hamujg wzrost
patogennej mikroflory. Do tych metabolitow zaliczane sa zwiazki pochodzace
z rozktadu cukrow prostych — kwas mlekowy, octowy i propionowy, a takze aldehydy,
diacetyl oraz nadtlenek wodoru. Niektore szczepy dodatkowo wytwarzaja bakteriocyny
i inne substancje o dziataniu antybakteryjnym [1].

Cze$¢ eksperymentalna: W badaniu uzyto szczepow E. coli izolowanych z zakazen
uktadu moczowego ludzi: E. coli 1, E. coli 262, E. coli 5, E. coli 265 oraz zwierzat:
szczepy UTI 6P, UTI 2P i UTI 4P izolowane od psow i E. coli UTI 5K od kota, oraz
szczepu E. coli ATCC 25922 stosowanego jako referencyjny w badaniach antybioty-
kowrazliwosci. Preparaty probiotyczne zawierajgce jeden szczep: Lakcid Lactobacillus
acidophilus, Fermactive (E. faecium NCIMB 10415) i Lactobacillus rhamnosus oraz
preparaty wielosktadnikowe: Bioprotect (Enterococcus faecium, L. rhamnosus, L. aci-
dophilus, Bifidobacterium longum), Yogi (Bifidobacterium bifidum, L. acidophilus,
Lactobacterium casei, E. faecium, Lactococcus lactis, Lactobacillus salivarus), Biogen
(E. faecium EF-42, L. acidophilus LA-31, Pedioccocus acidiactici PAL-34, B. bifidum 4
szczepy: BB-241, BB-108, BB-94, BB-77).

Okreslanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej bakterii probiotycznych metoda dyfuzji
w agarze: Plytki z podlozem TSA (Tryptic Soy Agar) zostaly zaszczepione powierzch-
niowo przez dodanie 100 pl hodowli badanych szczepdéw o gestosci 0,5 w skali McFar-
landa (10® jtk/ml). Nastepnie wycicto studzienki $rednicy 6 mm. Hodowle bakterii pro-
biotycznych na podtozu TSA rozcienczono do 0,5 w skali McFarlanda i odwirowano. Do
studzienek nakraplano po 80ul supernatantow bakterii probiotycznych oraz kontrolg
podtoze TSB. Plytki inkubowano 72 godz. w 37 °C. w 24 godz. odstepach obserwowano
strefy zahamowania wzrostu bakterii patogennych przez probiotyki.

Wozrost UPEC w supernatantach hodowli bakterii probiotycznych: Hodowle bakterii
probiotycznych na podtozu MRS (de Man, Rogosa i Sharpe) o gestosci 4 w skali McFar-
landa (10° jtk/ml) odwirowano, a supernatanty saczono przez filtr 0,2 pm. Do 96-
dotkowych ptaskodennych ptytek mikrotitracyjnych naniesiono po 150 ul supernatantow
probiotykdéw. Nastepnie dodano 1/10 objetosci (15 ul) hodowli badanych szczepdéw
E. coli. Kontrole stanowity pozywka MRS oraz hodowle UPEC bez probiotykow. Phytki
inkubowano w37 °C iodczytywano absorbancje przy dtugosci fali 600 nm po 18
i 42 godz.

Okreslenie przezywalnosci szczepéw UPEC: Przezywalno$é trzech szczepéw UPEC
izolowanych od zwierzat i szczepu referencyjnego E. coli ATCC 25922 okre$lono doda-
jac do 500 pl hodowli E. coli na podtozu TSB 500 pl dwoch probiotykow (L. rhamnosus
i Yogi), wszystkie hodowle o ggstosci 0,5 w skali McFarland, a nastgpnie uzupetiono
1 ml bulionu MRS, do studzienki kontrolnej nie dodawano probiotyku. Oznaczenia wy-
konano w 12 dotkowej plytce titracyjnej. W celu okreslenia miana wyrazonego liczbg
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jednostek tworzacych kolonie (jtk/ml) wykonano seri¢ rozcienczen i wysiano po 100 pl
na podioze MacConkey’a. Inkubacj¢ prowadzono w 37 °C. Kolejne probki wysiano po
24 i 48 godzinach po inkubacji w 37 °C.

Wyniki: Na podlozu agarowym zaobserwowano wyrazne zahamowanie wzrostu czte-
rech szczepéw UPEC przez probiotyczny preparat wielosktadnikowy Yogi. Trzy wraz-
liwe izolaty pochodzity od ludzi E. coli 262, E. coli 265, E. coli 5 a jeden E. coli UTI6
od psa. Zaohserwowano zahamowanie wzrostu EPEC inkubowanych w obecnosci su-
pernatantéw hodowli bakterii probiotycznych. Najbardziej aktywne byly preparaty
L. rhamnosus, Fermactive i Yogi, ktére hamowaly wzrost wszystkich badanych szcze-
poéw zaréwno po 18, jak 142 godz. Zestawy bakterii probiotycznych zawarte
w preparatach Bioprotect i BiogenKT powodowaly zauwazalne zahamowanie wzrostu
E. coli po 18 godz. inkubacji, natomiast po 42 godz. ograniczaty wzrost wigkszos$ci izo-
latow od 20 do 50%. Najmniejsza skutecznoscig wobec EPEC charakteryzowat si¢ pre-
parat L. acidophilus, ktory hamowat wzrost uropatogenow $rednio w 30 % po 18 godz.
i 40 % po 42 godz. w poréwnaniu do kontroli bez probiotyku. Okre$lenie liczby kolonii
powstatych na podtozu selektywnym MacConkeya, pozwolito na oznaczenie przezywal-
nosci szczepéw UPEC inkubowanych W obecnosci szczepdw probiotycznych. Wyniki
badania wptywu dwoch preparatow probiotycznych na wzrost E. coli w czasie zostaly
przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Badanie wptywu probiotykdéw na wzrost uropatogennych bakterii w czasie.

Szczepy UPEC Liczba bakterii uropatogennych jtk/ml
Preparat pro- Lactobacillus rhamnosus Yogi Kontrola
biotyczny
Czas (godz.) 0 24 48 0 24 48 0 24 48

E.coli UTI5K | 1,8:10" | 1,3-10% | 5,8:10° | 3,4-10" | 4,8-10° | 9,6-10° | 8,1-10° | 3,9-10° | 1,2-10%°

E.coli UTI6P | 1,910 | 8,8:10° | 5,9-10° | 1,7-107 | 5,4-10° | 4,8-10° | 5,9-10° | 7,92-10°| 6,5-10°

E.coli UTI 2P | 3,5-10° | 1,0-10® | 7,4-10° | 1,4-107 | 1,1-10%° | 5,8-10° | 7,4-10° | 5,7-10° | 6,6-10°

E. coli ATCC 7-10° | 1,3-10%° | 8,5-10° | 5,3-10° | 8,4-10° | 7,2:10° | 5,8-10° | 7,4-10° | 5,6-10°
25922

Mozna zauwazy¢, ze po 24 godz. nastgpuje znaczny wzrost uropatogennych szczepow
we wszystkich probach, jednak po kolejnych 24 godz. inkubacji liczba komoérek bakterii
patogennych zmniejsza si¢ W probkach zawierajacych probiotyki. Po 48 godz. inkubacji
preparat L. rhamnosus silnie hamowal przezywalno$¢ szczepu UTI 5K (52%
w poréwnaniu do kontroli) i w 10 % szczepu UTI 6P. Preparat wielosktadnikowy Yogi
wykazywat aktywno§¢ wobec trzech szczepow zwierzecych UTI 5K, UTI 6P i UTI 2P
odpowiednio w 20, 27 i 13 %. Preparaty nie hamowaty wzrostu szczepu referencyjnego
E. coli ATCC 25922.

Whioski: Wraz ze wzrostem oporno$ci bakterii patogennych na $rodki przeciwdrobnou-
strojowe ro$nie zainteresowanie poszukiwaniem alternatywnych lub wspomagajacych
metod leczenia infekcji. Jednym z rozwigzan moze by¢ zastosowanie bakterii probio-
tycznych w leczeniu zakazen uktadu moczowego wywotanego przez uropatogenne
E. coli. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze komercyjnie dostepne preparaty probiotykéw,
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mogg zapewnia¢ ochrong przed ZUM, przez hamowanie wzrostu szczepéw UPEC. Po-
zytywny efekt zahamowania wzrostu patogendow uzyskano réwniez W wyniku zastoso-
wania bezkomoérkowych supernatantow hodowli bakterii probiotycznych, co mozna
wyjasni¢ obecnoscig produktow metabolizmu tych bakterii, w tym kwasu mlekowego.
Ustalone na podstawie badan empirycznych szczepy bakterii probiotycznych moga by¢
stosowane w leczeniu zakazen uktadu moczowego ludzi i zwierzat.
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WRAZLIWOSC MUTANTA AGROBACTERIUM TUMEFACIENS
DEFEKTYWNEGO w SYNTEZIE FOSFATYDYLOETAN
OLAMINY na ZMIANY TEMPERATURY i pH PODLOZA

P. WOJCIK, A. SWATEK, A. CHOMA, I. KOMANIECKA, UMCS, Wydziat Bio-
logii i Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Genetyki i Mikrobiologii,
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Zmiany w sktadzie lipidow btonowych Agrobacterium tumefaciens, moga
odgrywaé znaczacg role W zdolnosci bakterii do infekowania roslin oraz w ich odporno-
éci na niekorzystne warunki $rodowiskowe. Badania przeprowadzone na mutancie
A. tumefaciens AtuC58ApssA z wytaczonym genem kodujacym syntaze fosfatydylose-
rynowa PSSA (locus Atul062) w szlaku syntezy fosfatydyloetanolaminy - glownego
sktadnika bton lipidowych tych bakterii, wykazaly zmniejszenie zdolno$ci adaptacyj-
nych mutanta oraz jego zywotno$ci W poroéwnaniu ze szczepem dzikim.

Whprowadzenie: Agrobacterium tumefaciens jest glebowym, Gram-ujemnym fitopa-
togenem, ktory wywotuje chorobe zwang guzowatoscig (crown gall disease), gtownie
u roslin dwuli$ciennych. Jako efekt zakazenia na lodydze w miejscu zranienia ro$liny
powstajg guzowate naros$la (tumory), ktore szpecg i ostabiajg rosling, powodujac
w efekcie straty w uprawach. Bezposrednig przyczyng powstawania tych naro$li jest
przeniesienie przez bakterie cze$ci swojego materiatu genetycznego — tzw. T-DNA, do
komorek rosliny, a nastgpnie jego integracja Z genomem roslinnym [1]. Wiele proce-
sow komoérkowych zalezy od wilasciwosci btony komodrkowej, a w szczegolnosci od
sktadu budujacych ja fosfolipidéw. Fosfolipidy btonowe naleza do pochodnych kwasu
fosfatydowego. Ich rdzen stanowi czasteczka trojwodorotlenowego alkoholu — glicero-
lu, ktory jest zestryfikowany kwasem fosforowym oraz dwoma resztami kwasow
thuszczowych [2]. w przypadku fosfolipidow budujacych btony biologiczne, reszta
ortofosforanowa jest czgsto estryfikowana prostymi czasteczkami organicznymi, np.
seryna, etanolaming czy choling [3]. Ulozenie w blonie poszczegodlnych fosfolipidow
podlega cigglym zmianom, co prowadzi do powstania asymetrycznej dwuwarstwy, za$
same monowarstwy lipidowe wykazuja rozny sktad budujacych je fosfolipidéw, co
w konsekwencji generuje powstanie réznic W tadunku blony: fosfatydyloseryna oraz
fosfatydyloetanolamina wystepuja gltownie po stronie wewnetrznej natomiast fosfaty-
dylocholina oraz sfingomieliny znajduja si¢ na niecytozolowej powierzchni blony
[4,5]. Szczegodtowe badania fosfolipidow blonowych wykazaty, ze sa one o wiele bar-
dziej zroznicowane niz poczatkowo sadzono, poniewaz obok bakterii wykazujacych
prosta budowe blony, np. Escherichia coli, niektére mikroorganizmy syntetyzuja do-
datkowe lipidy rzadko spotykane, np. fosfatydyloinozytol, ktory w komorkach Myco-
bacterium tuberculosis stanowi gtéwny sktadnik lipidowy btony komodrkowej, nie-
zbedny dla prawidlowego funkcjonowania tego drobnoustroju. u Agrobacterium tume-
faciens wickszo$¢ szlakéw syntezy fosfolipidow btonowych nadal pozostajg stabo
scharakteryzowane, jednak analiza genomu tych bakterii wskazata na obecno$é homo-
logow najwazniejszych gendow bioragcych udziat w syntezie fosfolipidow [6]. Mutanty
A. tumefaciens, u ktérych doszto do uszkodzenia lub delecji genow kodujacych klu-
czowe enzymy lub regulujacych proces syntezy lipidow btonowych, m.in. fosfatydylo-
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choliny, w poréwnaniu do szczepu dzikiego, wykazywaty zmniejszong zdolnos¢ do
tworzenia guzow na zainfekowanej roslinie. Doktadne badania wykazaly zmniejszona
ilo§¢ niektorych z biatek vir — kluczowych dla przeniesienia T-DNA do komorek ro-
$linnych, a przez to niezdolno$¢ do prawidtowej infekcji [7].

Cze$¢ eksperymentalna: Badania przeprowadzono na mutancie A. tumefaciens
AtuC58ApssA z delecja genu pssA, na szczepie z komplementacja mutacji (A2) oraz na
szczepie dzikim AtuC58. Zaréwno mutant jak ikomplementant otrzymane zostaty
w Katedrze Genetyki i Mikrobiologii UMCS droga mutagenezy ukierunkowanej. Bakte-
rie hodowano na podtozu TY o réznych warto$ciach pH (od 5,7 do 8,0) oraz przy statej
warto$ci pH (7,4), ale w rdznej temperaturze (28°C, 32°C, 37°C). Doswiadczenia prze-
prowadzono z wykorzystaniem 24-dotkowych ptytek titracyjnych (NEST). w celu okre-
$lenia stopnia wzrostu bakterii W poszczegodlnych dotkach wykonywano pomiar gestosci
optycznej hodowli (OD), z wykorzystaniem automatycznego czynnika do plytek typu
ELISA (ASYS UVM 340, Biogenet), przy dlugosci fali 600 nm. Pierwszy pomiar wy-
konywano natychmiast po inokulacji ptytki, a nastepne pomiary po uptywie 2, 4, 6, 8,
21, 26, 30 oraz 48 godzin. Pomi¢dzy pomiarami hodowle inkubowano na wytrzasarce
obrotowej (Infors HT). Przedstawione dane to $rednie uzyskane z trzech pomiardéw.

Whyniki: Dane uzyskane z pomiarow OD hodowli przedstawiono w formie wykreséw
stupkowych przedstawiajacych zmiane gestosci  optycznej hodowli w czasie
w zalezno$ci od wartoéci czynnika stresowego (rys. 1 i2). Na rys. 1 przedstawiono
wzrost szczepu dzikiego (Atu C58), mutanta (AtuC58ApssA) oraz komplementanta (A2)
na podlozu TY o réoznym odczynie pH. Na podtozach o pH=5,7 6,3 oraz 7 mutant
AtuC58ApssA rost wyraznie stabiej W porownaniu do pozostatych szczepow i charakte-
ryzowal si¢ nizsza przezywalno$cia. Szczep macierzysty oraz komplementant stosunko-
wo dobrze tolerowaty rozne pH podtoza, jednak wraz ze wzrostem zasadowosci $rodo-
wiska wzrost wszystkich bakterii byt wyraznie mniej intensywny, przy czym wyzsze
warto$ci OD odnotowano w przypadku mutanta. Na rys. 2 zebrano wyniki uzyskane
z pomiarow OD hodowli bakterii inkubowanych w réznych warunkach temperaturo-
wych. Najbardziej intensywny wzrost dla kazdego z badanych szczepdéw obserwowany
byt w temperaturze 28°C, przy czym, W poczatkowych godzinach zaobserwowano wy-
raznie stabszy wzrost mutanta. jednak po 21 godzinach inkubacji wszystkie hodowle
osiggnely podobny poziom OD. w temperaturze 32°C wszystkie szczepy rosty wyraznie
gorzej, osiggajac maksymalng warto$¢ OD po 21 godzinach hodowli, przy warto$ciach
okoto 0,4. w przypadku hodowli w temp. 37°C mutant rost poczgtkowo duzo stabiej
W poréwnaniu do pozostatych szczepdw, a wyrownanie poziomu wzrostu nastgpito po
21 godzinach, natomiast zadna hodowla osiggne¢ta poziom wzrostu o ok. 25 % nizszy niz
w temp. 28°C.
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Rys.1. Badanie wptywu roznych wartoéci pH podtoza na wzrost szczepoéw: A. tumefaciens C58,
mutanta w genie pssA oraz jego komplementanta (A2).

Whioski: Przeprowadzone badania wlasciwosci fizjologicznych mutanta w genie pssA,
szczepu komplementanta oraz szczepu dzikiego A.tumefaciens C58 wskazuja, ze wywo-
fana mutacja powoduje, poprzez zmiany strukturalne blony komodrkowej, zaburzenie
zdolno$ci adaptacyjnych komorek bakterii. z uzyskanych danych mozna stwierdzi¢, ze
mutant AtuC58ApssA jest bardziej podatny na zastosowane czynniki stresowe (pH
i temperatura Srodowiska wzrostu) W porownaniu do szczepu dzikiego. Jednocze$nie
ponowne wprowadzenie do mutanta utraconego genu, nie prowadzi do pelnego odzy-

skania wlasciwosci fizjologicznych charakterystycznych dla szczepu dzikiego.
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Rys.2. Badanie wplywu r6znych warto$ci temperatury na wzrost szczepow:
A. tumefaciens C58, mutanta w genie pssA oraz jeqo komplementanta (A2).

Praca powstala w ramach realizacji projektu OPUS finansowanego ze Srodkéw
Narodowego Centrum Nauki (nr projektu: 2018/31/B/NZ9/01755).
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WSTEPNA CHARAKTERYSTYKA CHEMICZNA
LIPIDOW A BAKTERII zRODZAJU METHYLOBACTERUM

K. WOJCIK, A. PASTUSZKA, I. KOMANIECKA, A. CHOMA, UMCS, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Genetyki i Mikrobiolo-
gii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Scharakteryzowano sktad chemiczny lipidow a (tj. obecno$¢ cukréw amino-
cukrow, kwaséw uronowych oraz kwasow thuszczowych) wyizolowanych z bakterii
metylotroficznych z rodzaju Methylobacterium. Badania prowadzono z wykorzystaniem
chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometrem mas (GC-MS).

Whprowadzenie: Bakterie reprezentujace rodzaj Methylobacterium to grupa Gram-
ujemnych, $cisle tlenowych i wzglednie metylotroficznych mikroorganizmow, szeroko
rozpowszechnionych w roslinnej fylosferze [1]. Liczne doniesienia naukowe wskazuja
na pozytywny wptyw Methylobacterium na wzrost i plonowanie roslin uprawnych [2].
Podobnie jak wigkszo$¢ bakterii Gram-ujemnych metylobakterie syntetyzuja lipopolisa-
charyd (LPS) — integralny sktadnik $ciany komorkowej. w budowie LPS mozna wyroz-
ni¢ trzy domeny: lipid A, rdzen oligosacharydowy oraz polisacharyd O-swoisty [3].
Lipid a stanowi centrum toksycznosci czgsteczki a jednoczes$nie jest to najbardziej kon-
serwatywny region, umozliwiajacy zakotwiczenie LPS w blonie zewngtrznej $ciany
komorkowej. Komponent ten zbudowany jest z disacharydowego rdzenia, acylowanego
resztami kwasow tluszczowych oraz udekorowanego przez hydrofilowe podstawniki
(np. reszty fosforanowe, kwasy uronowe) [4]. Niestety w poréwnaniu w innymi przed-
stawicielami rzgdu Rhizobiales nadal niewiele wiadomo na temat jego chemicznej struk-
tury oraz biologicznych wlasciwosci. Celem niniejszej pracy byla izolacja lipidow
a z lipopolisacharydéw wytwarzanych przez przedstawicieli rodzaju Methylobactrium
oraz ich analiza chemiczna.

Cze$¢ eksperymentalna: Przedmiot badan to 9 szczepow bakterii z rodzaju Methylo-
bacterium, sposrod ktorych 8 to izolaty z brodawek korzeniowych roslin motylkowatych
(Cytisus albus, Soya max, Trifolinum repens) pozyskane i zdeponowane w postaci czys-
tych kultur przez pracownikow Katedry Genetyki i Mikrobiologii UMCS. Role¢ szczepu
modelowego pehit endosymbiont ryzu (Oryza sativa) Methylobacterium oryzae
CBMB20, pochodzacy z kolekcji DSMZ. Badane szczepy metylobakterii namnazano
W ptynnym podtozu suplementowanym metanolem (1% v/v, metanol jako gtowne zrodto
wegla). Hodowle prowadzono w temperaturze 28°C. Uzyskang delipidowang mokra
mase bakteryjna zawieszono W wodzie destylowanej po czym poddano tagodnej kwasnej
hydrolizie (kwas octowy w stezeniu 1.5% v/v, 100°C, 3godz.). w celu ekstrakcji lipidu
a calos¢ hydrolizatu doprowadzono do uktadu 2:2:1.8 (chloroform:metanol:woda) we-
dhug przepisu Bligh i Dyer [5]. Probki odwirowano. w efekcie, otrzymano frakcje za-
wierajace lipidy a oraz frakcje zawierajace oligosacharydy rdzenia oraz polisacharydy
O-swoiste. w celu oczyszczenia ekstraktu od degradowanego polisacharydu (dgPS)
preparaty lipidowe poddano kilkukrotnemu ptukaniu. Usunigto rozpuszczalniki
z preparatow lipidu a przez odparowanie do sucha na wyparce rotacyjnej, po czym roz-
puszczono je w mieszaninie chloroform:metanol 3:1 v/v. Uzyskane ekstrakty stanowity
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bazg do dalszych analiz chemicznych z zastosowaniem techniki GC-MS. Kwasy thusz-
czowe i monocukry uwalniano hydrolitycznie ipo przeksztatceniu ich w odpowiednie
lotne pochodne analizowano z wykorzystaniem chromatografii gazowej (chromatograf
gazowy Agilent Technologies 7890A sprzezony ze spektrometrem mas Agilent Techno-
logies MSD 5975C, inert XL EI/CI wyposazony W kolumne kapilarng HP-5MS (30 m x
0.25 mm). Rozdziaty prowadzono w strumieniu helu (1 ml/min). w badaniach wykorzy-
stano nastepujace szczepy: Methylobacyerium oryzae CBMB20, Methylobacyerium Red
MixI, Methylobacyerium Red cyt., Methylobacyerium revel, Methylobacyerium MVG6ll,
Methylobacyerium 124, Methylobacyerium C2llIsoja, Methylobacyerium C44soja, Met-
hylobacyerium cyt. 1117.

Wyniki: Analiza GC-MS cukréw uwolnionych z lipidu a metylobakterii oraz prze-
ksztatconych W octany alditoli, wykazata, ze jedynym cukrem obecnym w szkielecie
byta glukozamina (GIcN). Jej obecnos¢ stwierdzono W oparciu 0 wystepujace, charakte-
rystyczne dla glukozaminy jony, tj: 360 m/e (oraz wtorne 318 m/e i 259 m/e) 145 m/e
(i jony wtorne 85 m/e oraz 103 m/e) oraz 139 m/e (patrz rys.1).

61

'
217 258 CHD:0Ac 103
............... . T 1 r t — 9
A. —— B. ) C. 259¢-318+-360 H-C-NHAc 145 — 85
»»»»»» ‘ a5 ! 4 ——
...... P AcO-C-CH
- Y :
"""" H-C-OAc

145 H-C-OAc

Ll )

CH:0Ac

""" [ (1) Inozytol (wzorzec)
(2) Glukozamina (GleN) B /‘\

Rys. 1 Chromatogram GLC octanéw alditoli uzyskanych z preparatu lipidu a Methylobacterium MV6l1 (A)
oraz spektrum mas (B) i schemat fragmentacji (C) acetylowanej pochodnej glukozaminy. Zidentyfikowany
zwiazek obecny byt we wszystkich badanych preparatach.

Kwasy tluszczowe w lipidach a Methylobacterium zidentyfikowano w oparciu o wyniki
analiz GC-MS ich estrow metylowych oraz TMSi-pochodnych hydroksykwasow. Dane
dotyczace identyfikacji kwasow oraz ich wzglgdnej zawartoSci procentowej zebrano
w tabeli 1.

Tab. 1 Sktad procentowy kwasow thuszczowych w preparatach lipidow a badanych przedstawicieli rodzaju
Methylobacterium.

25



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Badany Kwasy tluszczo- Wzgledna Badany Kwasy tluszczo- Wzgledna
szczep we obecne zawartos$¢ szczep we obecne zawartos$¢
w lipidzie a (%) w lipidzie A (%)
16:0 4,29 16:1 0,48
£ o 3-OH 14:0 1,10 £ 16:0 3,17
3 g _ 3 _
5 2 18:1 88,03 5 = 3-OH 14:0 0,66
S m . S .
g 3 18:0 5,90 s E 181 87,51
z § 3-OH 18:0 0,28 z & 18:0 7,25
2 © 27-OH 28:0 0,40 < 3-OH 18:0 0,13
27-H 28:0 0,80
16:1 4,67 1611 4,74
16:0 2,22 16:0 3,82
3-OH 14:0 3,08 3-OH 14:0 3,69
£ 181 78,87 S 181 76,08
= @ P
g 3 18:0 2,36 g2 s 18:0 4,70
g = g8
g = 3-OH 16:0 0,23 s 3 3-OH 16:0 0,25
B ) > O
= 3-OH 18:1 0,11 S 3-OH 18:1 0,28
= 3-OH 18:0 0,77 2 3-OH 18:0 1,57
25-OH 26:0 177 25-OH 26:0 3,78
27-OH 28:0 0,45 27-OH 28:0 0,76
1611 0,47 16:0 1,38
E 16:0 3,40 E 3-OH 14:0 2,17
s 3-OH 14:0 1,99 E 18:1 84,49
g g g _
§ e 18:1 85,95 § g 18:0 7,42
(<)
z “ 18:0 8,56 z - 3-OH 18:0 0,31
< 3-OH 18:0 0,10 S 25-OH 26:0 1,41
27-OH 28:0 0,29 27-OH 28:0 2,81

Piki powstajace w trakcie analizy przypisywano odpowiednim kwasom na podstawie
fragmentacji tancucha kwasu ttuszczowego, wartoSci m/e jondw oraz czasow retencji.
Jonogramy wygenerowane w oparciu o jony 74 m/e oraz 87 m/e utatwity identyfikacje
odpowiednio nasyconych i nienasyconych kwaséw tluszczowych. Jony [M]* i [M-31]"
pozwolilty dodatkowo na ustalenie dtugosci tancucha weglowego. Do tej grupy nalezaly
kwasy: heksadekanowy (16:0), heksadekenowy (16:1), oktadekanowy (18:0) oraz okta-
dekenowy (18:1). TMS pochodne 3-hydrokwasow tluszczowych (3-OH 14:0, 3-OH
18:0, 3-OH 16:0, 3-OH 18:1) zostaty zidentyfikowane na podstawie jonu 74 m/e, 175
m/e i jonu [M-15]", powstatego w wyniku oderwania grupy CHs od grupy trimetylosili-
lowej. Kwasy dlugotancuchowe: 25-OH 26:0 i 27-OH 28:0 wykryto na podstawie trwa-
tych jonéw [M-15]" oraz 74 m/e i 117 m/e. Oba z nich zaliczane sg do grupy o-1-
hydroksykwasow thuszczowych. w kazdym z badanych preparatow identyfikowano
sygnaly pochodzace od zwiazkéw hopanoidowych, ktore pelnig wzgledem komorki
bakteryjnej szereg istotnych funkcji. O obecno$ci hopanoidow $wiadczyly charaktery-
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styczne jony: m/e 191 i 189. Powstaja one W wyniku rozerwania uktadu pierscieni. Jon
m/e 367 pojawiajacy si¢ W badanych probkach to fragment pigciopier§cieniowy.

Whioski: Szkielet cukrowy lipidu a wszystkich badanych szczepow oparty jest na resz-
tach glukozaminy (GIcN). w badanych preparatach lipidu a zidentyfikowano od 6 do
10 kwasow thuszczowych o réznej budowie tancucha — w tym kwaséw nienasyconych
(16:1 i1 18:1), 3-hydroksykwaséw (glownie 3-OH 14:0 i 3-OH 18:0), hydroksykwasow
dhugotancuchowych (>20 atoméw wegla) tj.: 25-OH 26:0 i 27-OH 28:0. Pod wzgledem
zawartosci procentowej dominowat kwas oktadecenowy (18:1). Tak duza zawartos¢ tego
kwasu moze $wiadczyC, ze preparaty lipidow a zawieraly znaczne ilosci fosfolipidow.
Lipidy a badanych metylobakterii nie zawieraty kwasoéw uronowych (np. kwas galaktou-
ronowego). Natomiast sygnaty pochodzace od hopanoidéow, identyfikowane w prepara-
tach lipidu a wszystkich badanych szczepoéw moga wskazywaé na unikatowa budowe
membran metylobakerii, opisang uprzednio u przedstawicieli Bradyrhizobium [6].
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BAKTERIE z RODZAJU PHOTORHABDUS JAKO NOWE
ZRODLO ZWIAZKOW BIOAKTYWNYCH

M. KROPIELNICKA, E. SAIJNAGA, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II,
Interdyscyplinarne Centrum Badan Naukowych, Laboratorium Biokontroli, Produkcji
i Aplikacji EPN, ul. Konstantynow 1J, 20-708 Lublin.

Abstrakt: Bakterie z rodzaju Photorhabdus sa obligatoryjnymi symbiontami nicieni
entomopatogenicznych z rodzaju Heterorhabditis. Nicienie petnig funkcje wektordow,
przenoszacych symbiotyczne bakterie do organizmu owada, na ktéorym pasozytuja. Mi-
krosymbionty, po uwolnieniu przez nicienia w hemocelu zywiciela, produkujg szereg
zwigzkoéw majacych na celu pokonanie barier systemu immunologicznego owada, pelny
rozw0j partnerow nicieniowych, oraz wyeliminowanie konkurencyjnych organizmow.
Tym samym kazda komorka Photorhabdus wydziela szerokie spektrum zwigzkow skie-
rowanych przeciw bakteriom, grzybom, nicieniom, owadom, czy protozoa. Zwiazki
bioaktywne Photorhabdus wykazuja potencjat w Kierunku wykorzystania ich w nowo-
czesnym rolnictwie do ochrony przed szkodnikami, do kontroli owadéw przenoszacych
choroby, oraz zwalczenia patogennych mikroorganizméow.

Woprowadzenie: Entomopatogeniczne bakterie zrodzaju Photorhabdus sa Gram-
ujemnymi pateczkami nalezacymi do rodziny Morganellaceae (¥-Proteobacteria) [1].
Zalicza si¢ je do mutualistow nicieni z rodzaju Heterorhabditis zyjacych w glebie, ktore
s obligatoryjnymi parazytoidami owadow. Nie stwierdzono wystepowania tych bakterii
W stanie wolnozyjacym w glebie, aczkolwiek ostatnie badania wskazuja na istnienie
pewnych adaptacji, potencjalnie to umozliwiajacych [2]. Unikalny cykl zyciowy Pho-
torhabdus jest $cisle powigzany z cyklem Zyciowym nicienia i sktada si¢ z dwoch faz:
symbiotycznej i pasozytniczej [3]. Fazy te odbywaja si¢, odpowiednio, w $rodowisku
uktadu pokarmowego nicienia oraz hemolimfie i tkankach porazonego owada. Po prze-
dostaniu si¢ nicienia do ciala owada, symbiotyczne bakterie sa uwalniane przez niego
w hemocelu. Silnie namnazajace si¢ komoérki Photorhabdus przetaczaja si¢ na tryb in-
tensywnej aktywnoS$ci sekrecyjnej. Zwigzki wydzielane przez Photorhabdus spp. majg
do spehienia trzy podstawowe funkcje: szybkie usmiercenie owada, podtrzymanie cyklu
zyciowego nicieni oraz pozbycie si¢ konkurencyjnych organizmoéw saprofitycznych,
zwlaszcza bakterii i grzybow [4]. Wyniki badan wskazuja na szeroki wachlarz aktywno-
$ci metabolitow wydzielanych przez Photorhabdus, obejmujacych antagonistyczne od-
dziatywania w stosunku do bakterii, grzybow, protozoa, owadow oraz nicieni [5]. Najle-
piej poznanym pod wzgledem sekrecyjnym jest gatunek Photorhabdus luminescens.
Analiza genomu tej bakterii (wielko$¢ 5,5 mln. pz) wykazata Zze niemal 6% gendéw jest
zaangazowanych W produkcje bioaktywnych metabolitow [3,6]. Entomopatogeniczne
nicienie wraz ze swoimi mikrosymbiontami s3 od dluzszego czasu stosowane
z sukcesem jako biopreparaty do ochrony upraw rolnych, laséw czy ogrodow przed
szkodnikami owadzimi, aczkolwiek coraz wigksze zainteresowanie budzi wykorzystanie
W biokontroli oczyszczonych zwigzkéw wydzielanych przez wybrane grupy bakterii [7].
Do entomopatogenicznych bakterii stosunkowo dobrze przebadanych pod tym katem
naleza Bacillus thuringiensis i Serratia marcescens. Na tym tle metabolity Photorhabdus
spp. stanowia stosunkowo nowy obiekt badan, aczkolwiek ze wzglgdu na duza r6zno-
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rodno$¢ wydzielanych substancji, wydaja si¢ one mie¢ duzy potencjat aplikacyjny, nie
tylko w nowoczesnym rolnictwie, lecz takze w ochronie zdrowia [5, 8, 9].

Photorhabdus spp.

Rys.1. A) Larwy Galleria melonella zakazone nicieniami entomopatogenicznymi z rodzaju Heterorhabditis,
ktore wehodzg w symbioze z bakteriami z rodzaju Photorhabdus; B) Bakterie Photorhabdus temperata. Zdje-
cie wykonano przy pomocy mikroskopu skaningowego elektronowego (SEM); C) Bakterie Photorhabdus
luminescens zasiedlajace przewdd pokarmowy larwy inwazyjnej nicienia Heterorhabditis bacteriophora.
Zdjecie wykonano przy pomocy mikroskopu $wietlnego Leica 5500B wyposazonego W kontrast réznicowo-
fazowy Nomarskyego DIC (Fot. Magdalena Lis, Waldemar Kazimierczak, Magdalena Kropielnicka).

Zwiazki o aktywnos$ci nematocydéw: Obecno$¢ metabolitdéw o aktywno$ci przeciwni-
cieniowej w bezkomérkowych ekstraktach Photorhabdus spp. po raz pierwszy zostata
wykryta w latach 90 ubiegtego wieku. Stwierdzono wtedy, ze metabolity te dziataja na
szerokie spektrum nicieni, jednak z wytaczeniem nicieni symbiotycznych, sugerujac tym
samym istotne znaczenie tych zwigzkoéw w konkurencji nicieni o zasoby pokarmowe
podczas koinfekcji. Pozniej dowiedziono, ze ekstrakty z komorek Photorhabdus lumine-
scens subsp. sonorensis wykazuja zalezny od dawki efekt hamujacy wzgledem nicieni
korzeniowych (Meloidogyne incognita) [10]. Obecnie do najlepiej scharakteryzowanych
zwigzkow o charakterze nematocydéw z Photorhabdus spp. naleza pochodne stilbenu
oraz indol. Badania wykazaly, ze 3,5-dihydroksy-4-isopropylostilben byt toksyczny
w stosunku do nicieni Caenorhabditis elegans, Bursaphelenchus xylophilus, Bursaphe-
lenchus mucronatus i Aphelechoides rhytium, lecz nie oddziatywal na M. incognita.
z kolei 2-stilbenol silnie dziatat na Bursaphelenchus spp. za$ indol na M. incognito oraz
Bursaphelenchus spp. Wyniki te wskazujg na stosunkowo wysoka selektywno$¢ zwigz-
kéw o aktywnosci przeciwnicieniowej pochodzacych z Photorhabdus spp. [5].

Zwigzki o aktywnosci przeciwbakteryjnej: Substancje antybiotyczne wydzielane przez
Photorhabdus maja na celu zabezpieczenie ciala owada przed namnazaniem si¢ konku-
rencyjnych bakterii w ciele martwego owada, m.in. tych pierwotnie nalezacych do mi-
krobioty jelitowej. Pod wzgledem chemicznym antybiotyki wydzielane przez Photor-
habdus nalezag glownie do 3 rodzajow: pochodnych stilbenu, karbapenu (klasa
B-laktamoéw), oraz, rzadko wydzielanych przez bakterie Gram-ujemne, antrachinonoéw
[5]. Zwiazki o aktywnosci przeciwbakteryjnej wykazywaly dzialanie hamujace
w stosunku do izolatéw klinicznych bakterii, takich jak: Bacillus cereus, Bacillus subti-
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lis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae czy Enterobacter cloacae, aczkolwiek bar-
dziej kompleksowe badania w tej dziedzinie nie byly jeszcze przeprowadzane. Innymi,
rzadszymi zwiazkami o charakterze antybiotycznym wydzielanymi przez Photorhabdus
sa siderofory katecholanu (ang. photobactin), sekwestrujace zelazo z komorek bakterii.
Wiadomo tez, ze ekstrakty pohodowlane niektorych Photorhabdus spp. dziataja anata-
gonistycznie wobec bakteryjnych patogendéw roslin, takich jak Erwinia amylovora, Xan-
tomonas i Pseudomonas spp., jednakze brak jest do tej pory doniesien o spektrum ak-
tywnosci oczyszczonych metabolitow wtornych.

Zwigzki o aktywnoS$ci przeciwgrzybiczej: Substancje przeciwgrzybicze wydzielane
przez komorki Photorhabdus zapobiegajg inwazji saprofitycznych grzybéw glebowych.
Najwigcej badan nad metabolitami Photorhabdus o dziataniu przeciwgrzybiczym prze-
prowadzanych byto do tej pory na ekstraktach pohodowlanych. Wykazaty one aktyw-
no$¢ hamujaca w stosunku do wielu gatunkow grzybow, reprezentujacych réznorodne
srodowiska, W tym tez patogendéw roslin o znaczeniu ekonomicznym, np. Monilinia
fructicola (brunatna zgnilizna gruszy) czy Botrytis cinerea (gronowiec szary). Obser-
wowana skuteczno§¢ hamujaca czgsto jednak byla okreslana jako $rednia lub niska.
Bardziej zaawansowane badania po§wigcone wyizolowanym molekutom obejmowaty
natomiast kilka pochodnych stilbenu, testowanych wzgledem wybranym pasozytom
ro$lin i szczepom Klinicznym w testach in vitro. Dowiodly one wysokiej efektywnosci
hamujacej badanych substancji, zwlaszcza wzglgdem Pythium aphanidermatum (plesn
wodna) [5]. Innymi zwigzkami pochodzacymi z Photorhabdus o potwierdzonym dziata-
niu przeciwgrzybiczym byly takze kwas transcynamonowy, aldehyd benzoesowy oraz
krotkie peptydy (GameXPeptides) [9, 11].

Rys.2. 1zopropylostilben - wielofunkcyjna czasteczka bedaca
metabolitem wtérnym bakterii z rodzaju Photorhabdus. 1zo-

OH
propylostilben jest niezbedny do rozwoju nicieni w fazie
pasozytniczej, moduluje odpowiedz immunologiczna owada
™ w pierwszej fazie infekcji, oraz hamuje wzrost konkurencyj-
OH nych bakterii i grzybow. Zwiazek ten wykazuje takze wiasci-

O wosci cytotoksyczne wobec komérek nowotworowych [12].

Zwiazki o aktywnosci insektycydow: Liczne badania wykazaly, ze bakterie Photorhab-
dus produkuja wiele réznego rodzaju toksyn, ktore sg niezbedne do zabicia zywiciela.
Przyjmuje si¢, ze W przypadku komoérek Photorhabdus podanych bezposrednio do he-
mocelu Galleria melonella (barciak wigkszy), dawka $miertelna LD50 wynosi mniej niz
5 cfu (ang. colony forming unit). Najlepiej poznano 4 rodziny toksyn Photorhabdus:
toksyny PVC i Tc - niszczgce komorki nablonkowe jelita, toksyny Mcf - wptywajace na
apoptoze hemocytéw i wysoko toksyczne czgsteczki Pir - dzialajagce W poczatkowej
fazie infekcji [4,12]. w kulturach in vitro dziatanie insektycydow wykazywaty réwniez,
pochodzace z Photorhabdus, pochodne stilbendéw, antrachinony i fenole [5,11]. W przy-
padku antrachinonéw zaobserwowano rowniez dziatanie odstraszajgce w stosunku do
mrowek i ptakow. Przeprowadzone do tej pory badania dowiodly, ze stilbeny, rhabdu-
scyna (pochodna tyrozyny) oraz benzaldehyd oddziatuja bezposrednio na fenylooksyda-
z¢ (PO) owada, stanowigcg wazny element obrony immunologicznej przed patogenem
[11]. Obiecujace wyniki otrzymano W badaniach nad ekstraktami komorkowymi
i ptynami pohodowlanymi Photorhabdus, ktore wykazaly silne dziatanie hamujace

30



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

w stosunku do owadzich patogenow roélin, takich jak Bemisia tabaci (macznik ostro-
skrzydty) i Helicoverpa zea (stonecznica amerykanska) [5].

Whioski: Olbrzymi postep w analizie strukturalnej i funkcjonalnej gendéw bakterii, ob-
serwowany w ciggu ostatnich 20 lat, umozliwit wykrycie w komérkach Photorhabdus
zespotow gendéw odpowiedzialnych za synteze bioaktywnych metabolitow. Wiadomo, ze
zwiazki te biora udzial w oddziatywaniach zar6wno pasozytniczych jak i symbiotycz-
nych. Réznorodna struktura oraz szeroki wachlarz aktywnosci biologicznej metabolitow
Photorhabdus ma duzy potencjat aplikacyjny, zwlaszcza w rolnictwie do ochrony upraw
jako alternatywa dla chemicznych pestycydow, do biokontroli komaréw przenoszacych
choroby (np. malarie, z6ttg febre, denge) oraz W farmacji, poszukujgcej nowych, sku-
tecznych antybiotykow. Niewatpliwie istnieje potrzeba kompleksowych badan w tej
dziedzinie, zwlaszcza wyizolowania i scharakteryzowania pod wzgledem aktywnoS$ci
biologicznej wigkszej ilosci zwigzkoéw. Szczegdlnym wyzwaniem wydaje tez produkcja
wybranych metabolitow na skalg przemystowa, co wiaze si¢ koniecznos$cig uzyskania
duzej wydajnosci i zwigkszenia stabilnosci.
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ZASTOSOWANIE ZNAKOWANIA BIALKIEM GFP
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS do OKRESLANIA
MIGRACJI BAKTERII w ROSLINIE

M. FECULAK, K. SUSNIAK, K. ZEBRACKI, A. CHOMA, I. KOMANIECKA,
UMCS, Instytut Nauk Biologicznych, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Gene-
tyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Zmiany jako$ciowe i ilosciowe mikrobiomu rosliny wywotane réznymi czyn-
nikami $rodowiska, m.in. parametrami gleby, warunkami atmosferycznymi, dostgpno-
$cig sktadnikow odzywczych, jak réwniez zakazeniem patogenami, mogg powodowac
obnizenie efektywnosci wzrostu irozwoju rosliny. Pojawienie sie mikroorganizmow
patogennych, do ktorych zalicza sie tumorogenng bakterie Agrobacterium tumefaciens,
powoduje zachwianie rownowagi biologicznej wewnatrz rosliny i moze skutkowaé trwa-
tymi zmianami w sktadzie mikrobiomu rosliny. Zmiany W mikrobiomie ros§liny mozna
bada¢ przy uzyciu roznych technik imetod mikrobiologicznych oraz genetycznych.
Celem przeprowadzonych badan byta proba okreslenia sposobu i tempa migracji fitopa-
togena A. tumefaciens w tkankach roslinnych przy zastosowaniu znakowania komorek
tych bakterii biatkiem zielonej fluorescencji (GFP).

Wprowadzenie: Dla prawidlowego wzrostu kazdej rosliny niezb¢dnych jest wiele czynni-
kow. Oprocz dostepu do sktadnikéw mineralnych w glebie, §wiatla stonecznego, tlenu czy
dwutlenku wegla roéliny wymagaja utrzymywania interakcji z mikroorganizmami. Mikro-
biom roslinny to specyficzna spoteczno$¢ drobnoustrojow zasiedlajgca nisze W obrebie
ro$liny, roznigce si¢ warunkami fizyko-chemicznymi. W zalezno$ci od zajmowanego
siedliska, cztonkéw mikrobiomu mozna podzieli¢ na organizmy ryzosferyczne, filosfe-
ryczne oraz endosferyczne. Mikrobiom pelni wiele waznych funkcji w roslinie. Dzieki
mikroorganizmom tworzacym mikrobiom mozliwy jest efektywny wzrost i rozwo6j roslin.
Spotecznosci drobnoustrojow moga dostarcza¢ sktadniki mineralne oraz witaminy, a takze
chroni¢ gospodarza przed stresem biotycznym i biotycznym [1].

Sktad mikrobiomu roslinnego podlega zmianom pod wptywem réznych czynnikow:
substancji wydzielanych jako wysicki korzeniowe, zmian temperatury i pH gleby, do-
stepnosci sktadnikow odzywczych. Znaczacy wplyw na zmiany mikrobiomu majg row-
niez inne mikroorganizmy, W tym drobnoustroje chorobotworcze. w przypadku zakaze-
nia patogenem zauwazalnie zmniejsza sie ro6znorodnos¢ i liczebno$¢ organizmow budu-
jacych naturalny mikrobiom rosliny. Ponadto zaburzone zostaja sieci wzajemnych inte-
rakcji pomiedzy drobnoustrojami ale réwniez migdzy mikrobiotg a gospodarzem [2].
Przyktadem czynnika mikrobiologicznego, ktory ma wplyw na zmiany mikrobiomu
ro$liny jest fitopatogen Agrobacterium tumefaciens. Jest to Gram-ujemna pateczka nale-
zgca do klasy Alpha-proteobacteria, rodziny Rhizobiaceae, do ktérej klasyfikuje sie
rébwniez bakterie wigzace azot np. z rodzaju Rhizobium, ktore wchodzg w symbioze
Z ro$linami stragczkowymi [3]. Agrobacterium ma zdolnoé¢ do transferu onkogennego
fragmentu DNA do komorek roslinnych, a nastgpnie wbudowania go w genom gospoda-
rza. Przeniesienie, a nastepnie ekspresja specyficznych genéw, skutkuje rozwojem gu-
zowatych narosli (crown gall), powstajagcych w miejscach skaleczenia ro$lin. A. tumefa-
ciens moze infekowaé bardzo wiele ro$lin, glownie dwuliSciennych. Przenoszony frag-
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ment materiatu genetycznego, tzw. T-DNA, znajdujacy si¢ na plazmidzie Ti, odpowiada
za zjadliwos$¢ patogenu. Geny znajdujace si¢ na plazmidzie Ti koduja biatka, ktore od-
powiadajg za przygotowanie T-DNA do transportu, jego transfer z komorki patogenu do
komorki gospodarza, a takze biorg udzial w wbudowywaniu materialu genetycznego do
genomu rosliny [3][4]. Kiedy dojdzie do transformacji komorki roslinnej, nastepuje
ekspresja genow zawartych w T-DNA. w nastgpstwie powstajg dwie grupy enzymow,
ktore pelniag dwie gtowne funkcje. Biatka jednej grupy stymuluja produkcje hormondéw
ro$linnych: auksyn i cytokinin, ktére sg odpowiedzialne za proliferacje oraz rozwoj ko-
morek. Natomiast drugi zestaw enzymoéw powoduje rozpoczecie syntezy zwigzkow,
pochodnych aminokwasow i ketokwasdéw, zwanych opinami. Substancje te nie sg natu-
ralnie produkowane przez rosliny i nie moga by¢ przez nie metabolizowane. Uwalniane
sa do przestrzeni zewnatrzkomorkowej, gdzie sa zrodlem wegla organicznego i energii
dla komorek Agrobacterium [5]. A. tumefaciens bardzo mocno oddziatuje na ro$liny nie
tylko indukujgc powstawanie guzowatych narosli, ale tez wywotujac odpowiedzi odpor-
no$ciowe, zmiany metaboliczne, genetyczne i epigenetyczne [6]. Ponadto, przez stymu-
lowanie produkcji opin patogeny zyskujg przewage wzrostu nad innymi mikroorgani-
zmami kolonizujgcymi rosling, co bezposrednio wplywa na obnizenie liczebnosci
i rdznorodno$ci mikrobiomu ro$linnego [7]. Aby lokalizowa¢ A. tumefaciens w tkankach
roslinnych, oraz monitorowaé drogi migracji bakterii potrzebna jest metoda pozwalajgca
na identyfikacje badanych organizméw oraz umozliwiajgca ich obserwacje W $srodowi-
sku. Jedng z technik, ktérg mozna wykorzysta¢ w tym celu jest znakowanie komorek
bakterii biatkiem zielonej fluorescencji (GFP) [8]. Biatko GFP naturalnie wystepuje
w meduzie Aequorea victoria. Po wzbudzeniu §wiattem ultrafioletowym emituje zielone
swiatlo. Dzigki swojej stabilno$ci oraz niewymagajacej kofaktora syntezie chromoforu
biatko to $wietnie nadaje si¢ do znakowania zywych organizmoéow [9]. Wprowadzenie
GFP do komorki bakteryjnej wymaga koniugacji organizmu docelowego z organizmem
no$nikowym zawierajagcym plazmid, na ktérym znajduja si¢ geny kodujace biatko. Wy-
znakowane organizmy po wzbudzeniu §wiattem UV emituja zielone $wiatto widzialne,
dzigki czemu mozna je obserwowaé pod mikroskopem fluorescencyjnym bezposrednio
w tkankach roé$linnych. Technika znakowania biatkiem GFP odniosta sukces
W badaniach mikroorganizméw, m.in. W badaniach kolonizacji ro$lin przez endofity [8].

Czes$¢ eksperymentalna: Badanie polegato na zakazeniu sadzonek pomidora szczepem
A. tumefaciens C58 znakowanym biatkiem GFP, a nastgpniec obserwowaniu migracji
bakterii w wybranych tkankach ro$liny. Zakazono 16 sadzonek pomidora i po 4 godzi-
nach pobrano wycinki rosliny z miejsca zakazenia, fragment korzenia oraz lis¢ szczyto-
wy z czterech roslin. Eksplantaty pobrane z jednej rosliny zamrozono w cieklym azocie,
a nastepnie wykonano z nich preparaty mikroskopowe. Material pobrany z pozostatych
3 roslin zwazono, poddano zewnetrznej sterylizacji, przemywajac czesci rosliny na-
przemiennie w jalowej wodzie, sublimacie HgCl, imetanolu, po czym utarto
w mozdzierzu, zawieszajgc tkanki W ptynie fizjologicznym. z uzyskanego rozcieru wy-
konano odpowiednie rozcienczenia (1, 107, 10, 10°) i wysiano na plytki z podtozem
79CA i inkubowano w 28°C. Procedure powtoérzono po 8 godzinach od zakazenia,
12 godzinach oraz nastgpnego dnia, po 26 godzinach. Po trzech dniach inkubacji prowa-
dzono obserwacje hodowli liczac $wiecgce na zielono kolonie. Wykonane
z zamrozonych tkanek preparaty mikroskopowe obserwowano przy uzyciu mikroskopu
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z wbudowang przystawka do epi-fluorescencji. Zaprezentowane wyniki sg S$rednia
z trzech prob badanych.

Whyniki: Uzyskane wyniki przedstawione zostaty w formie wykreséw stupkowych
(Rys.1) oraz zdje¢ wykonanych mikroskopem fluorescencyjnym (Rys. 2 i3). Rys.1
przedstawia wykres ilustrujacy miano bakterii Atu C58 w zestawieniu z mianem bakterii
naturalnie wystepujacych W ro$linie. Miano zostato policzone W prébkach pobranych po
4, 8, 12 oraz 26 godzinach od zakazenia ro$lin. Zaobserwowano znaczng przewage
w liczebnoséci Agrobacterium nad pozostatymi sktadnikami mikrobiomu ro$liny. Po
4 godz. liczebno$¢ A. tumefaciens C58 jest o 94% wieksza od liczebnosci pozostatych
bakterii mikrobiomu. Po 26 godz. ta r6znica nieco spada, jednak jest to nadal pond 80%.
Ponadto, zauwazono, ze po 26 godz. od zakazenia nast¢puje zwigkszenie liczebno$ci
bakterii 0 ponad 50% w stosunku do liczebnosci osiagnietej po 12 godz.
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4 8 12 26
czas infekgcji [h]
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Rys.1. Zalezno$¢ miana naturalnego mikrobiomu pomidora od A. tumefaciens C58 (Atu C58) w miejscu
zakazenia.

Na rys. 2 i3 przedstawiono obrazy mikroskopowe przekroju poprzecznego todygi
w miejscu wprowadzenia bakterii irzutu liscia z widocznymi, $§wiecgcymi na zielono
komorkami bakterii A. tumefaciens odpowiednio po 4 i 26 godzinach od zakazenia. Juz
po 4 godz. zaobserwowano kolonizacje todygi w okolicach miejsca infekcji, natomiast
ekspansja bakterii do lisci wymagata dtuzszego czasu. Wyraznie widoczne jest rozprze-
strzenianie si¢ bakterii wzdluz naczyn przewodzacych liscia. Patogeny poczatkowo po-
jawiajg si¢ wylacznie w tkankach przewodzacych, skad nastepnie migruja do dalszych
tkanek. Natomiast na przekroju todygi wida¢, ze zakres ekspansji bakterii W miejscu
zakazenia W glab tkanek, zmniejsza si¢ wraz z uplywajacym czasem.
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Rys. 2. Komorki A. tumefaciens z plazmidem GFP (jasno $wiecace obszary) po 4 godzinach od zakazenia
w tkankach todygi i liScia.

Rys. 3. Komorki A. tumefaciens z plazmidem GFP (jasno $wiecace obszary) po 26 godzinach od zakazenia
w tkankach todygi i lifcia.

WhioskKi: Przeprowadzono badania nad ekspansjg patogenu roslinnego A. tumefaciens
w tkankach roslinnych, oraz przeanalizowano jego wptyw na naturalny mikrobiom rosli-
ny. Stwierdzono, ze badany patogen wykazuje tendencj¢ do szybkiego rozprzestrzenia
si¢ W tkankach ro$linnych. Juz po 4 godz. lokalizowano pojedyncze komorki A. tumefa-
ciens we wszystkich tkankach rosliny, a w kolejnych godzinach od zakazenia dochodzito
do znaczgcego zwigkszenia liczebnosci komorek. Ponadto, w miejscu zakazenia wyka-
zano znaczng przewage liczebno$ci A. tumefaciens w stosunku do mikroorganizmow
naturalnie wystepujacych w tkankach rosliny. Moze mie¢ to zwiazek z transformacija
komoérek roslinnych przez patogen, co skutkuje wydzielaniem opin, ktore A. tumefaciens
wykorzystuje jako sktadniki odzywcze, dzigki czemu osigga przewage wzrostowa nad
innymi organizmami w tym mikro$rodowisku.

Praca powstala w ramach realizacji projektu OPUS finansowanego ze Srodkow
Narodowego Centrum Nauki (nr projektu: 2018/31/B/NZ9/01755).
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WPLYW WYCIAGOW z ZURAWINY i BOROWKI CZARNEJ
na TWORZENIE BIOFILMOW przez UROPATOGENNE
ESCHERICHIA COLI

D. BARANSKA?!, J. KUTKOWSKA? 'SKN Mikrobiologéw BAKCYL, Uniwersytet
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie UMCS, *Wydziat Biologii i Biotechnologii, Kate-
dra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Wzrost opornosci drobnoustrojow na antybiotyki zwieksza potrzebe poszu-
kiwania nowych metod leczenia i profilaktyki zakazen. Pomocne w rozwigzaniu tego
problemu jest stosowanie naturalnych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych takich, jak
produkty zawierajace duze ilosci bioaktywnych zwiazkow fenolowych. Zakazenie ukta-
du moczowego (ZUM) sa jednymi z najczestszych chorob u ludzi i zwierzat, s wywo-
lywane gtéwnie przez uropatogenne Escherichia coli (UPEC). Celem pracy byta ocena
aktywnosci przeciwbakteryjnej i hamowania tworzenia biofilmu wyciggéow z zurawiny
i borowki czarnej. Oznaczono warto$ci minimalnego stezenia hamujacego (MIC) wzrost
bakterii Escherichia coli izolowanych z zakazen drog moczowych oraz minimalne ste-
zenie eliminujace biofilm (MBEC) utworzony przez patogeny.

Woprowadzenie: Najczestszym czynnikiem etiologicznym zakazen uktadu moczowego
sa bakterie z rodziny Enterobacteriaceae, wérdd ktorych dominuja E. coli, zwtaszcza
szczepy uropatogenne. W leczeniu zakazen uktadu moczowego stosowane sg na ogédt
antybiotyki, jednak z uwagi na naduzywanie antybiotykow i chemioterapeutykow, coraz
czgdciej izoluje si¢ szczepy wykazujace zmniejszong wrazliwo$¢ na terapeutyki oraz
w konsekwencji prowadzi do selekcji szczepow wielolekoopornych. w Polsce wyizolo-
wano wysoki procent szczepow opornych na ampicyling, amoksycyling z kwasem kla-
wulanowym, tetracykling, trimethoprim z sulfametoksazolem, cyprofloksacyng¢ oraz
gentamycyng i nitrofurantoing [1].

Do zapoczatkowania infekcji UPEC istotnymi czynnikami sa silne powinowactwo do
nablonka dréog moczowych oraz wysoka zdolno$¢ do tworzenia biofilmu. Ponadto
szczepy te charakteryzuje wigksza zdolno§¢ wytwarzania fimbrii, cytolitycznej hemoli-
zyny i systemow pobierania Zelaza oraz wytwarzanie otoczek polisacharydowych [2].
Tworzenie biofilmu przez patogenne bakterie jest glownym czynnikiem wirulencji,
chronigcym przed mechanizmami odpowiedzi immunologicznej gospodarza, niesprzyja-
jacymi warunkami $rodowiska oraz dziataniem $rodkéw przeciwbakteryjnych (antybio-
tyki, antyseptyki). Zakazenia z udziatem biofilmu odpowiadaja za okoto 80% wszystkich
zakazen ludzi i zwierzat [3,4]. Bioaktywne zwiazki fenolowe, w tym flawonoidy (flawo-
nole i flawanole), garbniki (proantocyjanidyny, elagotaniny i galotaniny), kwasy feno-
lowe wykazuja liczne wtasciwosci prozdrowotne, dzialaja jako zwiazki przeciwdrobnou-
strojowe i antyadhezyjne. Gtéwnymi sktadnikami aktywnymi zurawiny wielkoowocowej
(Vaccinium macrocarpon) i borowki czarnej (Vaccinium myrtillus L.) sa antocyjany,
ktore wykazuja szerokie spektrum aktywnosci W tym antyoksydacyjna, przeciwzapalna,
bakteriobdjcza | immunostymulujacg [5]. w sktad owocow zurawiny wchodza: antocyja-
ny, flawonoidy, proantocyjanidyny oligomeryczne (np. procyjanidyny B2, A2),
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tokotrienole, kwasy organiczne, katechiny, zwigzki fenolowe, cukry (D-glukoza, frukto-
za) oraz witamina C (15 mg w 100 g) [6]. Owoce boroéwki czarnej zawieraja antocyjany,
procyjanidyny (pochodne katechiny i epikatechiny), garbniki katechinowe, fenolokwasy
oraz witaminy z grupy B i C , kwasy organiczne (kw. cytrynowy, bursztynowy, jabtko-
wy), a ponadto cukry i pektyny [7]. Potwierdzono, ze wyciagi z zurawiny hamowaty
wzrost i adhezje nie tylko patogenéw drog moczowych (E. coli, Proteus vulgaris), byty
takze aktywne wobec bakterii wywotujacych choroby jamy ustnej (Streptococcus spp.,
Propionibacterium spp. i Fusobacterium spp.) czy choroby przewodu pokarmowego
Helicobacter pylori. Podobne wyniki uzyskano w badaniach aktywnosci ekstraktow
z borowki czarnej, ktore hamowaly wzrost bakterii izolowanych z zakazen drég moczo-
wych u ludzi (Enterococcus faecalis, P. vulgaris i E. coli). Leczenie sokiem z zurawiny
przewleklych zakazen dréog moczowych jest szczegélnie wskazane dla pacjentow,
u ktérych nie mozna zastosowa¢ antybiotykoterapii [8,9].

Cze$¢ eksperymentalna: Do badan uzyto soku z owocow zurawiny wielkoowocowej
(Oleofarm, Polska) oraz wodnego ekstraktu z boréwki czarnej (Herbapol Lublin S.A.)
przygotowanego z suszonych owocow (10 g owocoéw zalano 50 ml wody, gotowano
10 min, nastgpnie filtrowano przez saczek o $rednicy porow 0,2 um). Jako kontroli uzyto
ciprofloksacyny - antybiotyku stosowanego w leczeniu ZUM. Oznaczenia aktywnosci
ekstraktow wykonano na szczepach E. coli izolowanych z zakazen drog moczowych
ludzi: E. coli 1, E. coli 262, E. coli 5, E. coli 265 i zwierzat: UTI 1P, UTI 2P i UTI 4P
oraz referencyjnym E. coli ATCC 25922.

Oznaczanie minimalnego st¢zenia hamujacego. Minimalne st¢zenie hamujace oznaczono
metoda mikrorozcienczen W bulionie na polistyrenowych ptytkach 96-dotkowych zgod-
nie z wytycznymi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Wykonano dwu-
krotne rozcieficzenia soku z zurawiny i borowki czarnej w zakresie 20-0,3% oraz cipro-
floksacyny 0,5-0,015 pg/ml. Nastepnie dodano inokulum badanych bakterii (10° cfu/ml).
Kontrolg wzrostu bakterii stanowit bulion bez dodatku badanych substancji. Phytki inku-
bowano w 37°C przez 18 godzin, mierzono absorbancje przy dtugosci fali 550 nm. MIC
okreslano jako najmniejsze stg¢zenie antybiotyku lub preparatu roslinnego, ktére hamo-
wato wzrost bakterii. Dodatkowo do dotkow dodawano 20 pl 0,1% wodnego roztworu
resazuryny, ktora jest redukowana przez aktywne metabolicznie drobnoustroje do
rezorufiny.

Tworzenie biofilmu. Tworzenie biofilmu oznaczono na polistyrenowych ptytkach
96-dotkowych. Do studzienek dodawano po 200 pl standaryzowanej hodowli bakteryj-
nej (10° cfu/ml) kazdego szczepu W 3 powtoérzeniach. Phytke inkubowano w 37°C przez
24 godziny, niezadherowane komorki usunigto przez aspiracje i przemyto trzykrotnie
sola fizjologiczng (0,9% NaCl). Bakterie zadherowane barwiono 0,1% roztworem wod-
nym fioletu krystalicznego przez 15 minut, ptukano trzykrotnie woda, dodawano po
200 ul 95 % etanolu. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 570 nm za pomocg czyt-
nika ptytek ELISA (AsysUVM 340, Biogenet). Wyniki interpretowano poréwnujac
absorbancj¢ W probce badanej zta w studzience kontrolnej — pozywka bez bakterii
i sklasyfikowano w czterech kategoriach biofilm silny (r6znica ODs7o > 0,3), umiarko-
wany (0,2 - 0,299) staby (0,1- 0,199) i ujemny (<0,1).

Oznaczanie minimalnego st¢zenia eradykacyjnego biofilmu. Minimalne stezenie erady-
kacyjne biofilmu okre§lono przez dodanie do utworzonego na mikroptytkach biofilmu
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takich samych stgzen badanych wyciagdéw roélinnych i antybiotyku jak te do oznaczen
MIC. Po 18 h inkubacji biofilm barwiono fioletem krystalicznym. Wartos¢ MBEC od-
czytywano jako najmniejsze st¢zenie badanej substancji, ktore hamowalo tworzenie
biofilmu, w poréwnaniu z kontrolg bez preparatu.

Whyniki: Silny biofilm na pltytce polistyrenowej tworzyly cztery z osmiu badanych
szczepow — jeden izolat ludzki E. coli 1, dwa zwierzece UTI 1P, UTI 3P i szczep refe-
rencyjny E. coli ATCC 25922. Dwa szczepy 265 i UTI 2P tworzyty biofilm umiarkowa-
ny, pozostate dwa wykazywaly sie stabg zdolnoscig formowania biofilmu (rysunek 1).
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Rys. 1. Zdolnos¢ tworzenia biofilmu na plytce polistyrenowej uropatogennych szczepow E. coli
i referencyjnego E. coli ATCC.

Cztery z pigciu badanych szczepoéw E. coli izolowanych z zakazen dr6g moczowych
oraz szczep referencyjny byly wrazliwe na ciprofloksacyne, wartosci MIC wynosily od
0,015 do 0,06 pg/ml, tylko szczep E. coli 265 izolowany z cewnika byt oporny, wartos¢
MIC 0,5 ng/ml (tabela 1). Wszystkie badane izolaty i szczep referencyjny byly wrazliwe
na preparaty roslinne. St¢zenia hamujace wzrost EPEC soku z zurawiny i wyciagu
z boréwki czarnej wynosity odpowiednio 10 i5 %. Minimalne stgzenie eliminujace
biofilm wyciaggow z badanych owocow byly rowne lub wyzsze niz stezenia bakteriosta-
tyczne. MBEC soku z zurawiny wynosita 10% dla izolatoéw ludzkich i 20% dla szcze-
pow izolowanych od psow i referencyjnego. Wycigg z boréwki dziatal eliminujaco na
biofilm wytwarzany na wszystkie szczepy w stezeniu 10%. Nie zaobserwowano dziala-
nia eliminujacego biofilm przez ciprofloksacyne w przypadku dwoch szczepow E. coli
265 opornego na ciprofloksacyne, tworzacego umiarkowany biofilm i szczepu referen-
cyjnego wrazliwego na ciprofloksacyne, ktory formowat najsilniejszy biofilm.
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Tabela 1. Minimalne stgzenie hamujace (MIC) wzrost szczepoéw E. coli i minimalne stezenie eliminujace
biofilm (MBEC) soku z zurawiny, wyciagu z borowki czarnej i ciprofloksacyny.

szczep soK z zurawiny wyciag Z borowki ciprofloksacyna
czarnej
MIC (%) | MBEC (%) | MIC (%) | MBEC (%) | MIC (ug/ml) | MBEC (ug/ml)
E. coli 1 10 10 5 10 0,06 0,06
E. coli 265 10 10 5 10 0,5 >0,5
E. coli UTI1P 10 20 5 10 0,03 0,5
E. coli UTI2P 10 20 5 10 0,015 0,015
E. coli UTI3P 10 20 5 10 0,015 0,015
E. coli ATCC 25922 10 20 5 10 0,015 >0,5

Whioski: Zostata potwierdzona aktywnos$¢ antybakteryjna i antybiofilmowa ekstraktow
Z zurawiny i borowki czarnej. Produkty te sg bogate w polifenole, w tym kwasy fenolo-
we i proantocyjanidyny typu A, ktore inaktywuja enzymy odpowiedzialne za tworzenie
glukanu i fruktanu, polimeréw ktore odgrywaja zasadnicza rolg¢ w tworzeniu
i dojrzewaniu biofilmu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze W leczeniu zakazen uktadu mo-
czowego wywolywanych przez szczepy E. coli, W tym szczepy tworzace biofilm u ludzi
i zwierzat moga by¢ stosowane soki z zurawiny i jagody czarnej zarowno profilaktycznie
jak i wspomagajaco podczas antybiotykoterapii.
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KOLONIZACJA MATERIALOW TEKSTYLNYCH przez
MAKROFAUNE BEZKREGOWA w EUTROFICZNYM
STARORZECZU BYSTRZYCY
w JAKUBOWICACH MUROWANYCH

A. BARTKOWSKA, J.GORSKA, D. CHMIEL, W. PLASKA, UP, Wydziat Biologii
Srodowiskowej, Katedra Hydrobiologii i Ochrony Ekosystemow, ul. Dobrzanskiego 37,
20-262 Lublin.

Abstrakt: Celem badan byto oznaczenie sktadu makrofauny bezkregowej kolonizujacej
czesci garderoby. Substraty (elementy odziezy wykonane z tworzyw sztucznych — skar-
petki oraz baweliane — koszulki) poddane zostaty ekspozycji w starorzeczu Bystrzycy
w miejscowosci Jakubowice Murowane. Eksperyment trwat od 17 maja do 26 czerwca
2021r. Poszczegblne substraty wyjmowane byty w liczbie 3 sztuk koszulek i skarpetek.
Ekspozycja materialu wynosita odpowiednio: 2 tygodnie, 4 tygodnie, 6 tygodni oraz
8 tygodni. Pobrane izabezpieczone proby zostaly przewiezione ipoddane analizie
w Katedrze Hydrobiologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie. Najwigksza liczbe organizméw zaobserwowano na substratach po 2 tygo-
dniach (na koszulkach 133 os/m?, na skarpetkach 76 os/m?). Najliczniejsza grupa takso-
nomiczng byly Ochotkowate (Chironomidae). Najmniejszg liczbe osobnikoéw stanowilty
chrzaszcze (Dytiscus marginalis). Poza wymienionymi organizmami oznaczono jeszcze
ofliczki (Asellus aquaticus). Badania wykazaty, ze liczebno$¢ taksonéw na danym sub-
stracie uzalezniona byta od pory roku, etapu w cyklu rozwojowym makrofauny bezkre-
gowej oraz wymagan siedliskowych danych organizméw. Czas ekspozycji substratu
wplywa znaczaco na liczebno$¢ taksonow.

Woprowadzenie: Starorzecza, inaczej zwane jeziorami przyrzecznymi to zbiorniki wod-
ne lezace na dnie doliny rzecznej, bedace fragmentem jej bytego koryta i odcigte watem
przykorytowym od obecnego nurtu. Warunki powstania starorzeczy sg $cisle powigzane
z procesami erozji. Przewaga erozji bocznej nad erozjg denng na danym odcinku rzeki
powoduje odciecie meandrow, tworzac zbiorniki zwane starorzeczami [1]. w przyrodzie
nie ma ani jednego naturalnego koryta rzecznego, ktore miatoby prostolinijny przebieg
na catej dtugos$ci rzeki. Kazdy ciek tworzy zakola i meandry. Raz wytracona z prostoli-
nijnego biegu woda podlega sile od$srodkowej w tym Kierunku, w ktéorym przemieszcza
si¢ nurt rzeki. Starorzecza, ktdre powstaty naturalnie czesto nie maja stalego potaczenia
zrzekg izwane sg jeziorami rzecznymi. Sg one przewaznie niewielkimi i ptytki-
mi akwenami, dzigki czemu szybko ulegaja procesowi sukcesji, przez pewien czas
utrzymujg si¢ jako jeziora, a nast¢pnie zamieniajg siec W wilgotng tgke, bagno lub wysy-
chaja i zarastaja ro$linnosciag zanikajac z powierzchni ziemi [5]. Starorzecza tworza
catkiem odmienny typ biotopu wodnego w poréwnaniu z korytem rzeki. Przez wigk-
szo$¢ roku sa to zbiorniki nieprzeptywowe o niewielkiej wymianie wod z wyjatkiem
wezbran powodziowych. Wody te cechuja si¢ obszerna zawartoscia zwiazkow pokar-
mowych. Ponadto odnotowuje si¢ duza szybkoscia produkcji pierwotnej i wysoka za-
warto$cig lokalnej materii organicznej w wodzie i osadach dennych. Wykazuja rowniez
znaczng roznorodno$¢ fitocenotyczng. Powierzchnia starorzecza na duzym obszarze
moze by¢ pokryta pleusofitami (np. tzw. rzesa lub salwinia ptywajaca), z czego wynika
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spadek liczebnoéci roslinnosci dennej. Te czynniki powoduja, ze w starorzeczach bardzo
szybko rozwijajg si¢ zbiorowiska roslinnosci wodnej i higrofilnej wod stojacych (co
czesto doprowadza do szybkiego procesu ich wyplycania). Moga one tez stanowi¢ role
schronien, zerowisk i wylegarni wielu organizméw, zwlaszcza bogatej makrofauny bez-
kregowej [4-5]. Makrofauna bezkregowa jest to grupa zwierzat zamieszkujacych dno
r6znych zbiornikdéw wodnych. Zaliczamy do niej szereg grup systematycznych: Turbel-
laria — wirki; Annelida — pierscienice; Crustacea — skorupiaki; Mollusca — migczaki.
Mozna powiedzie¢, ze W zgrupowaniach makrofauny dominujg Insecta- owady, stano-
wiace czesto ponad 80% catosci zespotu (Odanata — wazki, Ephemeroptera — jetki,
Trichoptera — chrusciki, Coleoptera — chrzaszcze, Diptera — muchowki) [4].

Makrofauna bezkregowa jest zbiorem organizméw o bardzo duzym znaczeniu W ento-
mologii. Entomologia jest to bardzo ciekawa i pozyteczna nauka. Umozliwia okreslenie
czasu zgonu z doktadnos$cig nawet do kilku godzin. Czasem z jej pomoca udaje si¢ usta-
li¢ okolicznosci i przyczyng $mierci. Entomologia sadowa jest dziedzing biologii krymi-
nalnej, ktéra wiedze przyrodnicza o owadach i stawonogach wykorzystuje dla potrzeb
$cigania przestepstw | wymiaru sprawiedliwo$ci. Tendencja do pojawiania si¢ tzw. ne-
krofagéw, przede wszystkim owadéw na zwlokach, lub wich poblizu tuz po $mierci
dostrzegana byla od pradziejéw. Tradycyjnie, wiedza dostarczana przez entomologoéw
sagdowych shuzyla przede wszystkim ustalaniu czasu zgonu ludzi, ktorych zwtoki znaj-
dowano w réznych naturalnych $rodowiskach. Niekiedy tez wiedza ta okazywala sig
przydatna do ustalenia, ze miejsce znalezienia zwlok nie bylo miejscem zgonu,
a pierwotnym miejscem ich przebywania musiato by¢ inne srodowisko[4].

Cze$¢ eksperymentalna: Eksperyment polegat na umieszczeniu w Starorzeczu Bystrzy-
cy W miejscowosci Jakubowice Murowane elementow odziezy na okre$lony czas ekspo-
zycji — odpowiednio 2, 4, 6 oraz 8 tygodni. Poszczegélne substraty wyjmowane byty
w liczbie 3 sztuk - koszulek i skarpetek. z odpowiednio pobranego oraz zabezpieczonego
materialu W ciagu 3 godzin zebrano organizmy bezkrggowe, a nast¢pnie umieszczono je
w odpowiednio opisanych plastikowych pojemnikach i zalano denaturatem. Po zakon-
czeniu eksperymentu proby zostaly przewiezione do Katedry Hydrobiologii i Ochrony
Ekosysteméw Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Przy uzyciu lupy binokularnej
oraz przewodnika do rozpoznawania bezkregowcoéw wodnych oznaczono poszczegodlne
organizmy.

Whyniki: Przeprowadzony eksperyment wykazal obecno$¢ 2 grup taksonomicznych
organizmow wodnych: stawonogi i pierscienice. Wérod stawonogdéw wyrdzniono skoru-
piaki i owady. Przedstawicielami Crustacea byly obunogi (Amphipoda). Do owadoéw
nalezaly chrzaszcze (Coleoptera), a takze muchowki (Diptera). Wérod pierscienic (An-
nelida) odnotowano obecno$¢ pijawek (Hirudinea). Wyniki eksperymentu wyraznie
wskazuja na fakt, ze czas ekspozycji nie spowodowat istotnych zmian w sktadzie takso-
nomicznym wyizolowanym podczas zbioru eksponowanych substratow. Natomiast od-
notowano zalezno$¢ mig¢dzy czasem, ailo$cig organizméw obecnych na substratach
wykorzystywanych w eksperymencie. Grupe organizméw zidentyfikowanych w naj-
wigkszej iloéci stanowity ochotkowate (Chironomidae). Liczba osobnikéw z tego takso-
nu malata wprost proporcjonalnie do czasu ekspozycji. W 2 tygodniu wynosita najwigce;j.
Natomiast najmniejszg liczebnos¢ tego taksonu odnotowano po 8-tygodniowej ekspozy-
¢ji. Na drugim miejscu pod wzgledem liczebno$ci osobnikow byta osliczka wodna (Asel-
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lus aquaticus). Po 2 tygodniach ilo$¢ tych organizmoéw byta najwieksza. Po 4 tygodniach
odnotowano wyrazny spadek liczebnosci tego taksonu. Po uptywie 6 tygodni nie odno-
towano ani jednego organizmu z tej grupy, natomiast po 8 tygodniach ich nieliczng
obecnos$¢ wykazano tylko na substratach sztucznych. Liczebnos$¢ pozostatych taksonoéw
byta niewielka. Po uptywie 2, 4 oraz 8 tygodni odnotowano obecnos$¢ pijawki konskiej
(Haemopis sanguisuga). Grupe organizmow zidentyfikowanych w najmniejszej ilo$ci
stanowit ptywak zottobrzezek ( (Dytiscus marginalis). Niewielka liczba osobnikow tego
taksonu zostata odnotowana po 2 oraz 8 tygodniach.
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Rys. 1. Srednia liczebno$¢ organizméw kolonizujacych na substracie 1 (bawetna) i 2 (tworzywo sztuczne).

Whioski: Owady wodne, przebywajace na odziezy denata lub na zgubionych fragmen-
tach odziezy (mogace rowniez stanowi¢ material dowodowy) w wigkszoS$ci nie znajduja
si¢ tam ze wzgledu na nekrofagiczny sposob odzywiania. Trafiajg tam poszukujac kry-
jowki, badz zrédla pokarmu W postaci innych obecnych tam zwierzat. Fauna zwlok
zanurzonych w wodzie jest niezwykle roznorodna, jednak tylko niektore gatunki stano-
wia grup¢ charakterystyczng dla entomologii sadowej. Do takich organizméw naleza
Ochotkowate (Chironomidae), chrzaszcze (Coleoptera), muchowki (Diptera), w tym
plujkowate (Calliphoridae) i scierwicowate (Sarcophagide) oraz wazki (Odonata). Ak-
tualny stan rozwoju tych organizméw jest doskonatym zrodtem wiedzy na temat przy-
blizonego czasu zgonu, ekspozycji oraz miejsca, W ktorym znajdowaty sie zwloki [1,3].
Wsrdd gatunkdéw oznaczonych podczas trwania eksperymentu najliczniejsza grupa tak-
sonomiczng byty ochotkowate (Chironomidae). Organizmy te sa charakterystyczne dla
fauny zwtok zanurzonych w wodzie. Jako pierwsze kolonizuja zwloki w pierwszych
stadiach sukcesji, a ich aktualny stan rozwoju staje si¢ zrodtem wiedzy na temat czasu
ekspozycji denata. Chrzaszcze (Coleoptera) rowniez stanowig grupg organizmoéw cha-
rakterystycznych dla entomologii sadowej. Moga dostarczy¢ licznych informacji w opi-
niowaniu sagdowniczym. Zar6wno obunogi (Amphipoda) jak i pijawki (Hirudina) nie
wykazuja istotnego wpltywu na postgpowanie sagdownicze, dlatego mozna stwierdzi¢, ze
ich obecno$¢ na materiale badawczym byta przypadkowa [3].
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MIKROKULKI SZKLANE do IMMOBILIZACJI DNA

M. BLASZCZYK, J. NOWAK-KARNOWSKA, Uniwersytet im. Adama Mickiewi-
cza, Wydzial Chemii, Zaktad Chemii Bioorganicznej, Uniwersytetu Poznanskiego 8,
61-614 Poznan.

Abstrakt: W niniejszym komunikacie zostang zaprezentowane wyniki badan dotycza-
cych modyfikacji powierzchni podtoza szklanego w postaci mikrokulek w celu przyta-
czenia do ich powierzchni oligonukleotydow zawierajgcych linker z grupg aminowg.

Woprowadzenie: Mikrokulki, dalej nazywane kulkami szklanymi, to kuliste obiekty
0 $rednicach od 0,5 pm do 500 um. Im mniejsza $rednica kulek tym wigkszy jest wspot-
czynnik hybrydyzacji miedzy sondami DNA a czasteczkami docelowymi, dlatego reak-
cje przeprowadzone na szklanych kulkach sg bardziej podobne do reakcji w roztworach
niz na powierzchniach ptaskich. Dzigki swoim rozmiarom i reaktywnosci uzywanie ich
minimalizuje zuzycie odczynnikow, minimalizacje etapow obrobki probki oraz specjali-
stycznego sprzetu [1]. Celem pracy jest okreslenie najlepszej inajbardziej wydajnej
modyfikacji kulek szklanych do przylaczenia oligonukleotydow.

Cze$¢ eksperymentalna: Stosowane reagenty to podtoze szklane w postaci mikrokulek
o $rednicy 212-300 um przemytych 6 M kwasem solnym, (3-aminopropylo)trietoksy-
silan (APTMS), -kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy (TNBS), p-diizotiocyjanian feny-
lu (PDITC), bezwodny toluen, 0,01M bufor fosforanowy o pH 7,4 (PBS), 0,1M octan
sodu o pH 4,5, bezwodnik kwasu bursztynowego, dimetyloformamid (DMF), etanol i
chlorek metylenu.

W celu przeprowadzenia funkcjonalizacji podtoza szklanego grupami aminowymi do
podioza szklanego (0,3018 g) dodano 1000 pl 2% roztworu APTMS w bezwodnym
toluenie. Mieszaning wytrzasano przez 24 godziny w temperaturze 25°C na wytrzasarce
przy obrotach 400/min. Nast¢pnie za pomocag pipety automatycznej pobierano roztwor
znad podloza a pozostalosci cieczy usuwano za pomoca strzykawki z igla o $rednicy
mniejszej niz $rednica kulek szklanych, w celu zminimalizowania strat w masie poczat-
kowej kulek. Podloze szklane przemywano pigciokrotnie bezwodnym toluenem
W sposOb opisany powyzej. Po przemyciu i pozbyciu si¢ nadmiaru toluenu podtoze
szklane suszono pod préznia W temperaturze 120°C przez trzy godziny. Test na obec-
no$¢ wolnych grup aminowych zostaly wykonane w probéwce typu Eppendorf, gdzie
umieszczono okoto 2 mg wysuszonego podioza szklanego po pierwszym etapie modyfi-
kacji, dodano 15ul 0,01M buforu PBS o pH 7,4 oraz Sul TNBS. Podloze pozostawiono
na dwie godziny w temperaturze pokojowej a nastepnie za pomocg pipety automatycznej
i strzykawki usunieto roztwor znad podtoza i pigciokrotnie przemyto woda destylowana.
Funkcjonalizacja podtoza grupami karboksylowymi zostata przeprowadzona poprzez
przygotowanie 10% roztwor bezwodnika bursztynowego rozpuszczajac 3 g bezwodnika
bursztynowego w 30 ml 0,1M octanu sodu. Podtoze szklane z wolnymi grupami amino-
wymi z pierwszego etapu umieszczono w kolbie okragtodennej. Do kolby dodano 30 ml
roztworu bezwodnika bursztynowego i mieszano w temperaturze pokojowej przez noc.
Po 24 godzinach pobrano roztwor znad szklanego podtoza i przemywano pigciokrotnie
0,01 M buforem PBS o pH 7,4 a nastgpnie suszono przez 3 godziny pod zmniejszonym

45



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

ci$nieniem. Funkcjonalizacj¢ podtoza szklanego grupami izotiocyjanianowymi przepro-
wadzono w kolbie okragtodennej. Do 0,5 g podtoza szklanego z wolnymi grupami ami-
nowymi dodano 1,5 ml pirydyny, 0,03 g PDITC oraz 13,5 ml suchego DMF. Mieszaning
reakcyjna mieszano przez 24 godziny w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatla. Za
pomoca pipety automatycznej i strzykawki usunigto roztwor znad podtoza i przemywano
podloze: pigciokrotnie za pomoca DMF, trzykrotnie etanolem oraz trzykrotnie chlorkiem
metylenu. Podtoze szklane suszono w eksykatorze prozniowym przez 3 godziny.

Whyniki: Rysunek przedstawia modyfikacje podtoza szklanego za pomoca APTMS
i dalsza funkcjonalizacja w celu wprowadzenia grup karboksylowych i izotiocyjaniano-
wych. Przeprowadzone badania obejmujg trojetapowa modyfikacje kulek szklanych
0 $rednicy 212-300 pum. w pierwszym etapie kulki szklane przemyte kwasem solnym pod-
dawano modyfikacji za pomoca (3-aminopropylo)trietoksysilanu (APTMS) (rys.1.) [2,3].
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Rys. 1. Reakcje zachodzace podczas modyfikacji i funkcjonalizacji podtoza szklanego.

Podtoze szklane po pierwszej reakcji poddawano funkcjonalizacji z grupami karboksy-
lowymi. wtym celu przeprowadzono reakcje¢ z bezwodnikiem kwasu bursztynowego.
w celu funkcjonalizacji grupami izotiocyjanianowymi podloze szklane po pierwszym
etapie poddawano reakcji z p-diizotiocyjanianem fenylu. Po kazdym z etapow potwier-
dzono zajscie reakcji poprzez wykonanie testu na obecno$¢ grup aminowych polegaja-
cego na ich reakcji z kwasem 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowym. Informacja zwrotng
testu jest zmiana barwy podloza $wiadczaca o obecnosci wolnych grup aminowych.
Uzyskane podtoze bedzie wykorzystane w dalszych etapach badan w celu przylaczenia
oligonukleotydéw zawierajacych linker z wolna grupa aminowa.
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BADANIE ZAWARTOSCI KWASU MLEKOWEGO oraz
KROTKOLANCUCHOWYCH KWASOW TLUSZCZOWYCH
(SCFA) PODCZAS HODOWLI BAKTERII MLEKOWYCH
w PODLOZU ZAWIERAJACYM
(1—3)-a-D-GLUKOOLIGOSACHARYDY
JAKO ZRODLO WEGLA

P. ADAMCZYK, K. WLIZLO, A. WIATER, UMCS, Wydzial Biologii i Biotechno-
logii, Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej, ul. Akademicka 19,
20-033 Lublin.

Abstrakt: Przeprowadzone badania mialy na celu okre$lenie wptywu (1—3)-a-D-
glukooligosacharydow na wytwarzanie kwasu mlekowego oraz krotkotancuchowych
kwaséw tluszczowych SCFA (ang. Short-Chain Fatty Acids) przez wybrane bakterie
z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium, jako jednego z wymogéw stawianych sub-
stancjom o wlasciwosciach prebiotycznych. Jak wykazaly przeprowadzone analizy,
badany preparat oligosacharydow spetnia to kryterium, tzn. wykazuje korzystny wptyw
na zdrowie gospodarza, poprzez stymulacje wytwarzania kwasu mlekowego oraz SCFA
przez badane bakterie, a ponadto wyraznie obniza pH $rodowiska, co powoduje nieko-
rzystne dla wzrostu patogennej mikroflory, zakwaszenie §rodowiska.

Whprowadzenie: Korzystny wplyw na zdrowie gospodarza, to jedno z kryteriow jakie
jest stawiane potencjalnym prebiotykom. Jak wykazaly liczne badania, bakterie bytujace
w $wietle jelita grubego, stymulowane obecno$cia prebiotykdéw, wytwarzajg metabolity
okreslane jako postbiotyki, do ktorych zaliczane sa m. in. kwas mlekowy oraz kroétko-
fancuchowe kwasy thuszczowe SCFA [1,2]. Wérdd produkowanych SCFA najcze$ciej
wymienia si¢ kwas octowy, propionowy, mastowy, walerianowy i kapronowy [3]. Kwas
mastowy stymuluje rozwdj nabtonka jelitowego, stanowi podstawowe zrddto energii dla
kolonocytoéw, wptywa na ich dojrzewanie i prawidtowe réznicowanie. Kwas propionowy
wykazuje korzystny wptyw na rozwdj hepatocytow, a kwas octowy na rozwoj tkanek
obwodowych. Kwasy te obnizaja pH redukujac ilo$¢ niekorzystnej mikroflory, odgrywa-
ja istotna rolg w regulacji metabolizmu lipidow, wspomagaja absorpcje zwiagzkéw mine-
ralnych w jelitach poprzez zwigkszenie ich rozpuszczalnosci, a takze korzystnie oddzia-
huja na metabolizm glukozy i biatek w watrobie [4,5].

Cze$¢ eksperymentalna: Preparat (1—3)-a-D-glukooligosacharydow, uzyty w hodow-
lach bakterii mlekowych, otrzymywano poprzez czeSciowg hydrolize grzybowych
(1—3)-a-D-glukanéw wg metody opisanej przez Wiater i wsp. [6]. Produkty hydrolizy
analizowano z wykorzystaniem wysokosprawnego systemu do chromatografii cieczowej
Prominence LC-20A (Shimadzu, Kyoto, Japonia), potaczonego z detektorem refrakto-
metrycznym RID-10. Rozdzialy chromatograficzne wykonywano na kolumnie chroma-
tograficznej REZEX RSO-Oligosaccharide 4% Ag® (200 x 10 mm) potgczonej
z przedkolumna (60 x 10 mm) (Phenomenex, Torrence, USA). Kolumny stabilizowano
w piecu CTO-10ASvp w temperaturze 40°C. Faz¢ ruchoma stanowita woda Milli-Q
0 predkosci przeptywu 0,25 ml/min. Do standaryzacji kolumny uzyto wzorcoéw oligosa-

47



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

charydow o stopniu polimeryzacji od 1 do 14 (ALO-3038, Phenomenex, Torrence, USA)
oraz glukozy (Merck, Darmstadt, Niemcy), nigerozy (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA),
nigerotriozy i nigerotetrozy (Megazyme, Wicklow, Irlandia). Do oceny wytwarzania
wybranych kwaséw karboksylowych, podczas hodowli bakterii mlekowych na podtozu
hodowlanym MRS (ang. De Man, Rogosa, and Sharpe) zawierajacym (1—3)-0-D-
glukooligosacharydy jako jedyne zrodto wegla, wybrano 6 szczepow z rodzaju Lactoba-
cillus (L. acidophilus DSMZ 20079, L. casei LBY, L. fermentum PCM 491, L. gallina-
rum DSMZ 10532, L. johnsonii DSMZ 1053 i L. plantarum ATCC 14917) oraz 2 szcze-
py z rodzaju Bifidobacterium (B. bifidum ATCC 29521 i B. infantis ATCC 15697). Ho-
dowle mikroorganizmow prowadzono 3 dni W temperaturze 37°C. w trakcie do$wiad-
czenia pobierano probki (0, 1, 2 i3 dnia), ktore wirowano, saczono przez saczki strzy-
kawkowe 0,22 um (FilterBio®, Nantong City, Chiny), a otrzymane supernatanty wyko-
rzystywano do kolejnych analiz. w celu jednoczesnego, jakosciowego i ilosciowego,
oznaczenia kwaséw karboksylowych (tj. octowego, mlekowego, mastowego
i propionowego) w ptynach fermentacyjnych bakterii mlekowych, wykorzystano metodg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC. Oznaczenia wykonywano w tempera-
turze 30°C, przy uzyciu chromatografu cieczowego Prominence LC-20A (Shimadzu,
Kyoto, Japonia), wyposazonego W kolumne REZEX 8u 8% H Organic Acid (300 x 7,8
mm) (Phenomenex, Torrence, USA) i detektor z matrycg diodowa DAD SPD-MZ20A.
Jako eluent stosowano 5 mM H,SO,, przy przeptywie 0,6 ml/min. ldentyfikacji jako-
$ciowej oraz ilosciowej dokonano metoda standardow zewnetrznych z wykorzystaniem
analizy powierzchni pikow (pomiar i integracja komputerowa).

Wyniki: Analiza HPLC wykazata, ze hydrolizat grzybowych (1—3)-a-D-glukanow,
otrzymany poprzez czeSciowa kwasng hydrolize, to mieszanina glukozy (14,4%),
(1—3)-a-D-glukooligosacharydéw o stopniu polimeryzacji (SP) od 2 do 9 (84,2%) oraz
niewielkiej ilosci (1,4%) (1—3)-a-D-glukooligosacharydéw o SP wigkszym od 9
i innych monosacharydéw wchodzacych w sktad polisacharydow (galaktozy, mannozy,
ksylozy i 6-deoksyheksozy). Otrzymany preparat (1—3)-a-D-glukooligosacharydoéw
uzyto w hodowli wybranych bakterii kwasu mlekowego. Na Rys. 1, przedstawiono profil
zmian stezen kwasu mlekowego i SCFA (kwasu octowego, propionowego oraz masto-
wego) w podtozu MRS, zawierajagcym 1% (1—3)-a-D-glukooligosacharydéw jako zro-
dto wegla, w czasie 3-dniowej hodowli bakterii z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacte-
rium. Na podstawie analizy otrzymanych wynikéw zaobserwowano, ze ogélna ilosé
wydzielanych kwaséw, po trzecim dniu hodowli wszystkich bakterii, byta wyzsza od
ilo$ci oznaczonej w podtozu W dniu rozpoczecia doswiadczenia (rys. 1A).
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Rys. 1. Zmlany zawartos$ci kwasow karboksylowych (A) oraz waltosm pH (B) w podtozu hodowlanym MRS
zawierajacym (1—3)-a-glukooligosacharydy jako zrodlo wegla, w czasie 72-godzinnej hodowli bakterii fer-
mentacji mlekowej. Wyniki przedstawiono jako $rednig = SD.

Najwigkszg ilos¢ metabolitow wyprodukowaly szczepy L. plantarum ATCC 14917
i L. casei LBY, ogdlna ilo$¢ wydzielonych do podtoza kwasow, po trzeciej dobie wzro-
sta, odpowiednio o 57,5% i51,1%, w stosunku do ilosci odnotowanej w dniu rozpocze-
cia hodowli. zkolei najmniejsza ilos¢ wydzielanych kwasow  wykazano
w przypadku hodowli L. gallinarum DSMZ 10532 i L. johnsonii DSMZ 10533 (wzrost,
odpowiednio o 18,7 i30,3%). Analiza HPLC ptynéow pohodowlanych, wykazata, ze
metabolitami wydzielanymi do podtoza w wyniku zuzywania przez badane szczepy
bakterii (1—3)-a-D-glukooligosacharydow, byty kwas mlekowy, kwas octowy, kwas
propionowy oraz kwas mastowy. w przypadku kwasu mlekowego obserwowano ciggte
wahania jego ilo$ci w podtozu, z wyrazng tendencjg do spadku jego zawarto$ci, co moz-
na ttumaczy¢ utylizacjg tego metabolitu. Ponadto, zaobserwowano, ze wszystkie badane
szczepy bakterii mlekowych wytwarzalty kwas octowy oraz propionowy, jako dwa
glowne metabolity. w przypadku kwasu octowego, najlepszym jego producentem byt
szczep L. plantarum ATCC 14917. Ilos¢ tego kwasu w podiozu hodowlanym
w trakcie 3-dniowej hodowli tej bakterii, wzrosta o 178% (z 64,4 do 179 mM). Jak wi-
da¢ na Rys. 1A, produkcja kwasu propionowego w przypadku czterech badanych szcze-
pow (L. casei LBY, B. bifidum ATCC 29521, L. gallinarum DSMZ 10532
i L. johnsonii DSMZ 10533) ciagle rosta przez kolejne dni hodowli, osiggajac maksy-
malng warto$¢ (186,9; 164,5; 161,8 i 161,7) po 3 dobie hodowli, tj. wzrost odpowiednio
0 29,3; 53,2; 48,8 i 45,6%, w stosunku do ilo$ci oznaczonej W dniu rozpoczecia ekspe-
rymentu (dzien 0). Ilo§¢ kwasu mastowego W ptynach pohodowlanych okreslona w dniu
rozpoczgcia doswiadczenia (dzien 0), byla najnizsza sposrdd badanych kwasow.
w wiekszosci przypadkow, hodowla bakterii (L. plantarum ATCC 14917, L. casei LBY,
L. gallinarum DSMZ 10532 i L. johnsonii DSMZ 10533) na podtozu MRS suplemento-
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wanym (1—3)-a-D-glukooligosacharydami, powodowata wzrost zawarto$ci kwasu ma-
stowego w podlozu, a jego maksymalna ilos¢ byta obserwowana trzeciego dnia ekspe-
rymentu. z reguly jednak, najwyzszy poziom produkcji kwasu mastowego badane szcze-
py osiaggaty w drugiej dobie hodowli, a nastepnie metabolizowaly go, o czym $wiadczy
gwaltowny spadek stgzenia kwasu W ptynach pohodowlanych w trzeciej dobie hodowli.
Okreslono rowniez zmiany pH w trakcie hodowli bakterii mlekowych prowadzonej na
podtozu z dodatkiem (1—3)-a-D-glukooligosacharydow jako zrodta wegla (rys. 1B).
Zaobserwowano korelacj¢ miedzy ilo$ciag wydzielonych przez bakterie mlekowe kwa-
sow, a warto$cig pH podloza hodowlanego, tzn. szczepy, ktore produkowaly duza ilos¢
kwasow, silnie zakwaszaly §rodowisko. Warto§¢ pH podtoza w momencie rozpoczecia
doswiadczenia (dzien 0) oscylowata, miedzy 6,03 a 6,24. Po pierwszej dobie hodowli
w podlozu  suplementowanym (1—3)-a-D-glukooligosacharydami, wartos¢ pH
w wigkszosci przypadkéw spadta i wahata si¢ od 5,01 (L. casei LBY) do 6,19 (L. galli-
narum DSMZ 10532). Po trzeciej dobie we wszystkich hodowlach odnotowano spadek
wartosci pH w przedziale od 4,88 (B. bifidum ATCC 29521) do 5,97 (L. johnsonii
DSMZ 10533). Wyjatek stanowit szczep L. fermentum PCM 491, w przypadku ktérego
zaobserwowano niewielki wzrost pH podtoza hodowlanego.

Whioski:  Przeprowadzone badania  wykazaly, ze preparat (1—3)-a-D-
glukooligosacharydow spetnia jedno z kryteriow stawianych potencjalnym prebioty-
kom, a tym samym moze stanowi¢ alternatywe dla referencyjnych substancji. Dodatek
(1—3)-a-D-glukooligosacharydéw do podloza hodowlanego stymuluje wytwarzanie
kwasu mlekowego oraz krétkotancuchowych kwaséw thuszczowych (tj. kwasu masto-
wego, octowego i propionowego) przez bakterie z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacte-
rium. Ponadto, wytworzone kwasy karboksylowe obnizaja pH podioza hodowlanego
analizowanych szczepow bakterii mlekowych (nawet do 4,8), cO moze przeciwdziataé
wzrostowi patogennej mikroflory jelitowej. Otrzymany preparat ma duze szanse na
wdrozenie niemniej jednak konieczne sg dalsze szczegolowe analizy.
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ANALIZA PROFILU FOSFOLIPIDOWEGO MUTANTA
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS DEFEKTYWNEGO
w SYNTEZIE FOSFATYDYLOETANOLAMINY

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

Abstrakt: Wykazano, ze mutant A. tumefaciens C58 pozbawiony zdolno$ci syntezy
fosfatydyloetanolaminy (PE) rosnac na podtozu o pelnej dostepnosci zwiazkow orga-
nicznych i organicznego fosforu nie kompensuje braku PE syntezg gamy lipidéw alter-
natywnych. Braki PE w btonach zmutowanych bakterii sg uzupetniane zwickszona pro-
dukcja fosfatydyloglicerolu, kardiolipiny oraz lipidu ornitynowego.

Woprowadzenie: Agrobacterium tumefaciens to Gram-ujemna, nie tworzaca przetrwal-
nikow, tlenowa pateczka glebowa, zaklasyfikowana do rodziny Rhizobiaceae. Posiada
zdolno$¢ poruszania si¢, odgrywajaca role w zjadliwosci. A. tumefaciens jest patogenem
ro$lin dwuli$ciennych i czynnikiem etiologicznym choroby zwanej guzowato$cig korze-
ni. Infekcja zachodzi wskutek przeniesienia, za pomocg aparatu sekrecyjnego typu IV,
fragmentu T-DNA z plazmidu Ti ijego integracji z genomem zywiciela roslinnego.
Zdolnos$¢ A. tumefaciens do transformowania komorek eukariotycznych spowodowata,
ze bakteria ta jest wykorzystywana W biotechnologii ro$lin jako wektor [1]. w blonach
A. tumefaciens najczgsciej spotykane sa lipidy o charakterze polarnym, takie jak: fosfa-
tydyloglicerol (PG), fosfatydylocholina (PC), kardiolipina (CL), fosfatydyloetanolamina
(PE), atakze lipidy ornitynowe (OL1 iOL2). Synteza fosfatydylocholiny zachodzi
u A. tumefaciens w wyniku dziatania jednego z dwoch szlakoéw — szlaku syntazy fosfaty-
dylocholiny (Pcs) lub szlaku N-metylacji fosfolipidéw (Pmt). w szlaku Pcs fosfatydylo-
cholina powstaje w wyniku bezposredniej kondensacji CDP-diacyloglicerolu i choliny.
Reakcje tg katalizuje enzym specyficzny dla prokariontow, tj. syntaza fosfatydylocholi-
ny (Pcs), ktora przenosi grupe fosfatydylowg z CDP-DAG na choling, uwalniajac cza-
steczke CMP i PC. A. tumefaciens pobiera choling prawdopodobnie od gospodarza ro-
slinnego.

Kwas fosfatydowy
CdsA

(Atu1379) Cholina
CDP-diacyloglicerol 3 Fosfatydylocholina
PgsA (Atu1128) Pcs (Atu1793)
PssA =
Fosforan fosfatydyloglicerolu AT %‘A (Atu0300)
2 Dimetylofosfatydyloetanolamina

v
Fosfatydyloglicerol Fosfatydyloseryna . PmtA (Atu0300)

| Cls (Atu2486/ ‘ Psd Monometylofosfatydyloetanolamina

L tpia uuzsz Atu1630) Ay 1063) / PmIA (Atu0300)

Lizylofosfatydyloglicerol Kardiolipina
Fosfatydyloetanolamina

Rys. 1. Szlaki syntezy fosfolipidow u Agrobacterium tumefaciens. Rysunek wykonano na podstawie pracy [2].
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Drugi szlak (Pmt) katalizuje N-metylotransferaza fosfolipidowa (PmtA). Tutaj prekurso-
rem jest fosfatydyloetanolamina (PE). Ulega ona metylacji w trzech reakcjach, dajac
produkty posrednie monometylofosfatydyloetanoloaming (MMPE) i dimetylofosfatydy-
loetanoloamina (DMPE). Kazdy etap reakcji wymaga dawcy grupy metylowej, ktorym
jest S-adenozylometionina (SAM). Dziatanie PmtA jest stymulowane przez fosfatydylo-
glicerol, a hamowane przez fosfatydylocholing i S-adenozylohomoseryne [2]. Rownole-
gle do syntezy glicerofosfolipidow A. tumefaciens akumuluje w membranach znaczne
ilodci lipidow ornitynowych. Biosynteza tych lipidow nie zalezy od sktadu podtoza
i dostepnosci fosforu [2]. Szlak biosyntezy lipidow ornitynowych iich form hydroksy-
lowanych obrazuje Rys. 2.

08 OLSA OIsE

. tu0344 (Atu0355) Atu0318

ornityna———p | OL ——» OLS1——=" OLS2
hydroksylacja

30H-FA-Acp Acp 30H-FA-ACp Acp

Rys.2. Biosynteza lipidow ornitynowych u A. tumefaciens (na bazie [2]). LOL — lipid lizoornitynowy, OLS1 -
lipid ornitynowy, OLS2 - lipid hydroksyornitynowy, OlsB i OlsA — 3-OH-acylotransferazy, OISE — hydroksy-
laza.

Wiadomo, ze PE jest jednym z glownych fosfolipidow u A. tumefaciens. Badania doty-
czace mutantdow niesyntezujacych PE oraz analizy ich wlasciwosci fenotypowych sa
nader rzadkie [3]. w wyniku ukierunkowanej mutagenezy otrzymano mutanta defektyw-
nego w syntezie fosfatydyloetanolaminy. Celem przeprowadzonych badan byto okresle-
nie profilu fosfolipidow tego mutanta hodowanego na petnym podtozu.

Cze$¢ eksperymentalna: Szczep A. tumefaciens C58 ApssA defektywny w genie synta-
zy fosfatydyloseryny namnazano w podtozu YEB w temperaturze 28°C [4]. Hodowle
napowietrzano przez wytrzasanie (120rpm). Bakterie w stacjonarnej fazie wzrostu odwi-
rowano i poddano ekstrakcji za pomocg mieszaniny rozpuszczalnikow organicznych wg
procedury Bligh-Dyer’a. Wyizolowane fosfolipidy rozdzielano metoda dwukierunkowej
chromatografii cienkowarstwowej [5]. Réwnolegle frakcje lipidowe analizowano spek-
trometru mas z jonizacja ESI [6].

Wyniki: Wyizolowane z komorek bakterii fosfolipidy analizowano na ptytkach TLC.
Analiz¢ prowadzono w dwoch kierunkach [5], a rozwinigty chromatogram wywotywano
metoda zweglania. Intensywno$¢é plam mierzono densytometrycznie ina tej podstawie
okreslano wzgledne proporcje pomiedzy frakcjami PL. Plamy fosfolipidéw identyfiko-
wano na podstawie wyznaczonych warto$ci wspotczynnikow Ry oraz specyficznych
reakcji barwnych (tych wynikoéw nie przedstawiono). W powyzszy sposob okreslono, ze
badany preparat zawierat 17%, 21%, 20%, 40%, 2% odpowiednio PC, OL, PG, CL oraz
niezidentyfikowang substancje lipidowa. Analizy TLC uzupelniono metodg spektrome-
trii mas przy jonizacji probki przez elektrorozpylanie. Analizowano powstate dodatnie
i uyjemne jony. Wyniki tych analiz zawarte zostaty w tabelach 1 i 2.
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Rys. 3. Rozdziat fosfolipidow izolowanych z A. tumefaciens C58 4pss4 metoda 2D-TLC [5].

Tabela 1. Analiza fosfolipidow metoda spektrometrii mas (ESI-MS) w trybie jonéw dodatnich.

Stosunek liczby atomow

Jon glowny Jony fraﬁnr:};:; tacyjne wegla do wiazan po- Zwiazek
dwojnych
115.0853; 333.2901;
6[6,35;176 351.2987: 3693111 350 oL1
647.5693
86.0935; 124.9982;
184.0762; 198.9773;
[;Agi'iﬁ; 518.3605: 501.5389; 35:0 PC
613.5150; 737.5057
786.6055
86.0935; 124.9982;
184.0762; 198.9773;
[&Oiiﬁ; 518.3605; 603.5327; 36:2 PC
625.5210: 749.5038;
814.6306: 822.5990
822.5990 146.9823; 617.5547; 71 oe
[M-H+Na'  |639.5297: 763.5275 :
836.6162 146.9823; 6315621 250 oo
[M-H+Na*  |653.5483; 777.5351 '
86.0935; 184.0762;
885.6761 308.0844; 589.5234; ? ?
800.6122
0517960 72.0804; 184,0762; ) )

518.3605; 665.5776

Tabela 2. Analiza fo

sfolipidow metoda spektrometrii mas (ESI-MS) w try!

bie jonow ujemnych.

Stosunek liczby atomow

Jon glowny [M-H] Jony fra[g']n:?ZeF tacyjne wegla do wiazan po- Zwiazek
dwojnych

131.0843; 255.2346; .

663.5804 295.2716; 367.3003 350 oL
152.9954; 227.2075;
255.2346; 281.2526; .

693.4880 295.2716+ 267.3003- 30:0 PG
663.5804

714.5165 152.9954; 255.234;6 ° ”

281.2526; 295.2716
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o [

men [mmmae | o .
e >
maw [mummme [ o o
750.5373 ;gggg‘l’g 255.2346 35:2 PG
773.5572 ;gg:gggg: 281.2599; 36:2 PG
7875704 1230008, 2812526 37:1 PG
801.5858 igggggg 295.2716 38:0 PG

Whioski: Preparat lipidow izolowanych ze szczepu A. tumefaciens C58 ApssA, defek-
tywnego w syntezie PE, jest catkowicie pozbawiony tego fosfolipidu. Swiadczy to, ze
otrzymany mutant nie jest mutantem typu leaky. PE nie wykryto ani metodg TLC ani
ESI-MS. Brak tego lipidu kompensowany jest przez bakterie synteza duzych ilosci LO1
oraz CL (odpowiednio 21% i 40%). w warunkach hodowli bakterii C58 4pssA W petnym
podtozu nie dochodzi do syntezy hydroksylowanych lipidéw ornitynowych ani do synte-
zy tzw. lipidow alternatywnych (glikolipidéw) [2]. Zastanawiajacy jest niski poziom
sygnatow pochodzacych od kardiolipiny W pomiarach wykonanych metoda ESI-MS
(tryb jonoéw ujemnych). Tak niski, Ze nie ujeto ich w tabeli 2. Wyjasnienie tych proble-
mow, jak i identyfikacja niektorych jonéw wymaga przeprowadzenia dalszych badan.

Praca powstala w ramach realizacji projektu OPUS finansowanego ze Srodkow
Narodowego Centrum Nauki (nr projektu: 2018/31/B/NZ9/01755).
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WPLYW FRUKTOZY na PROCES PEROKSYDACJI LIPIDOW
oraz STRES (NITRO)OKSYDACYJNY
w OSOCZU SZCZURA z EKSPERYMENTALNYM ZESPOLEM
METABOLICZNYM

D. SIEDLECKA, E. KRZEWICKA-ROMANIUK, ~A. PRADIUCH,
G. WOJCICKA, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Katedra i Zaktad Patofizjologii,
ul. Jaczewskiego 8b (Collegium Pathologicum) 20-090 Lublin.

Abstrakt: Fruktoza jest cukrem prostym (monosacharydem) o wzorze chemicznym
podobnym do glukozy (w indeksach 6, 12 i 6), lecz rézniacym si¢ od niej sposobem
wchtaniania i metabolizmem. w wyniku przemiany fruktozy w organizmie powstaja
substancje szkodliwe indukujgce zaburzenia metaboliczne charakterystyczne dla zespotu
metabolicznego jak insulinooporno$¢ i zaburzenia lipidowe Naturalnie fruktoza wyste-
puje w miodzie, owocach, nektarze kwiatow. Jej gtdéwnym zrodlem w przetworzonej
zywnosci jest syrop glukozowo — fruktozowy (syrop kukurydziany, high-fructose corn
syrup, HFCS) oraz cukier spozywczy (sacharoza). [1] Globalny wzrost spozycia cukru,
w tym fruktozy, przyczynia si¢ do §wiatowej pandemii otyltosci, cukrzycy oraz wzrostu
zapadalno$ci na choroby sercowo - naczyniowe. [2,3] Peroksydacja lipidow oraz nitro-
zylacja biatek jest kluczowym procesem W rozwoju choréb uktadu krazenia.
W przeprowadzonym dos$wiadczeniu zespot metaboliczny indukowano u szczuréw po-
przez podawanie 20% roztworu fruktozy do picia przez 8 tygodni. Celem badania byto
okreslenie wplywu przewleklego stosowania fruktozy na proces peroksydacji lipidow
oraz stres (nitro)oksydacyjny poprzez oznaczenie w osoczu stgzenia odpowiednio pro-
duktow peroksydacji lipidow (hydronadtlenki lipidowe) oraz produktéw stresu (ni-
to)oksydacyjnego (3-nitrotyrozyny).

Woprowadzenie: Badania przeprowadzone w latach 80 tych wykazaly, ze karmienie
gryzoni dietg bogata w fruktoze powoduje insulinooporno$é i hiperinsulinemie. [4] Fruk-
toza nie wywotuje uczucia sytosci. Nie stymuluje uwalniania insuliny, jednoczes$nie
zmniejszajac wrazliwo$¢ tkanek na dziatanie tego hormonu. Fruktoza ostabia takze po-
positkowy wyrzut leptyny odpowiedzialnej za dtugoterminowa regulacj¢ homeostazy
energetycznej organizmu. Zwigksza wydzielania greliny, hormonu glodu. Obnizenie
wydzielania leptyny i insuliny oraz wzrost stezenia greliny przyczynia si¢ do nadmier-
nego spozywania positkow. [5-7] Fruktoza jest efektywnie absorbowana ze $wiatta jelita
przez transporter GLUT 5, ktéory ma do niej wysokie powinowactwo. W watrobie wia-
czana jest w szlak przemian glikolitycznych omijajac etap kontrolny katalizowany przez
fosfofruktokinaze. Prowadzi to do niekontrolowanego pobudzenia szlakow metabolicz-
nych, odpowiedzialnych za syntez¢ kwasow tluszczowych i triacylogliceroli,
a w konsekwencji do stluszczenia watroby i spadku jej wrazliwosci na dziatanie insuli-
ny. Zesp6t metaboliczny, inaczej nazywany zespotem insulinoopornosci nie stanowi
odrebnej jednostki chorobowej, nie jest takze uwzglgdniony w migdzynarodowej klasy-
fikacji choréb ICD-10. Termin ten okresla wspotwystepowanie zaburzen metabolicz-
nych w tym otytosci (zwlaszcza brzusznej) nietolerancji glukozy lub cukrzycy typu 2,
nadci$nienienia tgtniczego oraz aterogennej dyslipidemii. Wedtug International Diabetes
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Federation (IDF) aby rozpozna¢ zesp6l metaboliczny powinny by¢ spetnione dowolne
3 z 5 nastepujacych kryteriow:
- zwigkszony obwod talii (zalezy od kraju pochodzenia igrupy etnicznej —
w populacji europejskiej rasy biatej >80 cm u kobiet i >94 cm u mezezyzn);
- stezenie glukozy W osoczu na czczo >5,6 mmol/l (100 mg/dl) lub leczenie farma-
kologiczne cukrzycy typu 2;
- ci$nienie tetnicze skurczowe >130 mm Hg lub rozkurczowe >85 mm Hg, badz le-
czenie rozpoznanego wczesniej nadci$nienia t¢tniczego;
- stezenie triglicerydow na czczo >1,7 mmol/l (150 mg/dl) lub leczenie hipertriglice-
rydemii;
- stezenie HDL-C na czczo <1,0 mmol/l (40 mg/dl) u mg¢zczyzn i<1,3 mmol/l
(50 mg/dl) u kobiet lub leczenie tego zaburzenia lipidowego.
Ten zespot jest okreslany epidemia naszych czaséw. Dotyka okolo 25% populacji, jest
stanem o charakterze prozapalnym i prozakrzepowym oraz wiaze si¢ Z podwyzszonym
ryzykiem rozwoju stresu oksydacyjnego, chordb sercowo — naczyniowych, a takze cu-
krzycy typu 11 [8,9].

Cze$¢ eksperymentalna: Badanie zostalo przeprowadzone na szczurach, samcach szcze-
pu Wistar, po otrzymaniu zgody Komisji Bioetycznej. Zwierzgta przydzielono losowo do
dwoch grup: grupy kontrolnej (KON) otrzymujacej pasze laboratoryjng i wode do picia
oraz grupy badawczej (FRU) u ktorej indukowano zespot metaboliczny podawaniem przez
8 tygodni 20% roztworu fruktozy w wodzie do picia ad libitum. Krew do badan analitycz-
nych pobierano w 8 tygodniu do$wiadczenia od zwierzat W znieczuleniu ogdlnym z aorty
brzusznej. Stezenie 3-nitrotyrozyny w osoczu oznaczono przy uzyciu komercyjnego testu
ELISA firmy EIAAB SCIENCE INC. (Wuhan, China). SteZenie hydronadtlenkow lipido-
wych (LPO) w osoczu 0znaczono w oparciu o gotowy test zakupiony w firmie Caymann
Chemical (Ann Arbor, USA), metoda kolorymetryczna. Analiz¢ statystyczng wynikow
uzyskano za pomocg programu statycznego — GraphPad. Wyniki przedstawiono jako $red-
nia + blad standardowy (SEM) i porownano przy uzyciu testu t-Studenta. Za granicg istot-
ng statystycznie uznano P<0.05.

Wyniki: W osoczu zwierzat przewlekle spozywajgcych fruktoze odnotowano istotny staty-
stycznie wzrostu stezenia hydronadtlenkéw lipidowych o 204% (P< 0,0001) w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Podanie fruktozy nie wptyneto natomiast W sposob istotny na stezenie
3-nitrotyrozyny w osoczu, ktore wynosito odpowiednio 759.159 + 44.431 ng/ml w grupie
otrzymujacej fruktoze oraz 885.853 + 64.247 ng/ml w grupie kontrolnej. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze przewlekle spozywanie fruktozy powoduje wzrost stgzania hydronatlenkow
lipidowych w krazeniu nie wplywajac istotnie na stezenie 3-nitrotyrozyny w osoczu. Ini-
cjowana przez reaktywne formy tlenu oksydacyjna modyfikacja lipidow (peroksydacja)
jest kaskadowym procesem, ktoremu ulegaja przede wszystkim wielonienasycone kwasy
tluszczowe, zar6wno wolne jak i wbudowane w fosfolipidy lipoprotein osocza. Powstajace
W krazeniu produkty peroksydacji lipidow indukuja proces zapalny oraz nasilajg groma-
dzenie lipidow w $cianie naczyniowej (aterogeneza). Przedstawione w niniejszej pracy
wyniki wskazuja, ze przewlekle spozywanie fruktozy zwigksza stezenie hydronadtlenkow
lipidowych w osoczu, sugerujac, ze proces peroksydacji lipidow moze by¢ waznym me-
chanizmem tgczacym wzrost spozycia tego cukru z ryzykiem rozwoju choréb o podtozu
miazdzycowym. Wzrost produktow peroksydacji lipidow (dialdehydu malonowego;
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MDA) ugryzoni karmionych fruktoza obserwowali takze inni autorzy [10].
3-nitrotyrozyna jest produktem nitracji biatek (reszt tyrozyny) pod wpltywem nadtlenoazo-
tynu (ONOO-), powstajacego podczas reakcji anionorodnika ponadtlenkowego (O,-; pro-
duktu oksydazy NADPH) z tlenkiem azotu (NO; produktu indukowalnej syntazy tlenku
azotu - iNOS). Jest zatem wyktadnikiem zaréwno stresu oksydacyjnego jak i nitracyjnego.
Nitracja lipoprotein osocza, obok peroksydacji jest kluczowym procesem patofizjologicz-
nym w aterogenezie. w niniejszej pracy podawanie fruktozy nie wptyneto W sposob istotny
na poziom NT-3 w osoczu, wykluczajac raczej udzial stresu nitracyjnego W rozwoju
uszkodzen naczyniowych obserwowanych w zespole metabolicznym indukowanym fruk-
toza. Niemniej jednak sa doniesienia, W ktorych wykazano, ze karmienie zwierzat labora-
toryjnych fruktoza indukuje stres (nitro)oksydacyjny i kumulacje NT-3 w licznych narza-
dach w tym $cianie naczyniowej [11].

Whioski: Przewlekle spozywanie fruktozy nasila peroksydacje lipidow w osoczu, suge-
rujac, ze proces ten moze by¢ odpowiedzialny za rozwdj zaburzen naczyniowych obser-
wowanych w zespole metabolicznym indukowanym fruktoza.
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INHIBITORY KONWERTAZY ANGIOTENSYNY - IKA

K. KOWALCZYK, A. ARCHALA, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Zaktad Bio-
farmacji, ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Nadci$nienie t¢tnicze jest przyczyng wielu innych chordb, ktérym mozna
zapobiec stosujgc inhibitory konwertazy angiotensyny. Maja one dziatanie ochronne na
komérki srodbtonka, a tym samym przyczyniaja si¢ do zmniejszenia $miertelno$ci wsrod
pacjentdow z nadci$nieniem, cukrzyca, choroba wiencowa czy tez zmniejszajg ryzyko
zachorowania na choroby uktadu krazenia. Przeprowadzone badania wykazaty, ze leki te
nie tylko obnizajg cis$nienie tetnicze krwi, jak inhibitory receptora angiotensyny, ale
réwniez dziataja ochronnie na narzady docelowe.

Woprowadzenie: Hipertensja jest choroba cywilizacyjna, dotyczaca ok. 45% wszystkich
mieszkancow Europy, ktéra moze doprowadzi¢ do utraty wzroku, zawatu serca, niewy-
dolnoé¢ serca, niewydolnoéci nerek, atakze innych groznych powiktan. Dlatego tak
istotne jest nie tylko obnizenie ci$nienia, ale rowniez ochrona tych narzadow [1-3].
Inhibitory konwertazy angiotensyny (IKA, ACE-I) majg przewage W lecznictwie nad
blokerami receptora angiotensyny zwanymi “sartanami”, ze wzgledu na dzialanie
ochronne dla narzadéw docelowych uszkadzanych przez nadcisnienie tetnicze, atym
samym istotnie wptywaja na zmniejszenie $miertelnosci. Wickszo$¢ badan oparta jest na
IKA, ktore wykazuja wigksza istotno$¢ statystyczna, niz te nad sartanami. Przeprowa-
dzone badania wykazaly, ze inhibitory konwertazy angiotensyny oprocz wilasciwosci
obnizajacych ci$nienie krwi majg rOwniez pozytywny wplyw na zmniejszenie $miertel-
no$ci wsérdd pacjentdw z nadci$nieniem, cukrzyca typu II, chorobg wiencowa czy
zmniejszeniem ryzyka zachorowania na choroby zwigzane z uktadem krazenia. Inhibito-
ry konwertazy angiotensyny obnizaja ci$nienie krwi poprzez pi¢¢ mechanizméw. Hamu-
ja przeksztatcanie angiotensyny i w angiotensyng II. Czynny hormon peptydowy kurczy
miesnie gtadkie w Scianie naczyn krwionosnych, pobudza wydzielanie aldosteronu oraz
wazopresyny, zwigksza pragnienie, zmniejsza diurez¢ poprzez zwezenie tetniczKi ner-
kowej, a w konsekwencji prowadzi do zwickszenia objetosci krwi i wzrostu ci$nienia.
IKA hamujg rozklad bradykinin, ktére maja dziatanie naczyniorozszerzajace, poprzez
stymulacje uwalniania PGI2 oraz tlenku azotu tj. mediatorow rozkurczajacych naczynia
krwionos$ne. Kolejny mechanizm opiera si¢ na zmniejszeniu produkcji aldosteronu oraz
obnizenia st¢zenia jonéw sodu i wody w organizmie. ACE-I dziataja takze antyprolifera-
cyjnie na komorki mig$nia sercowego i naczyn, przez co sa stosowane W remodelingu
lewej komory serca. Ostatnim z mechanizméw dziatania tych lekow sa ich wlasciwosci
plejotropowe. Leki te modyfikujg procesy miazdzycowe, stabilizujg blaszki miazdzyco-
we, zwickszajg fibrynolize, poprawiajg funkcje $rodbtonka, ktéry dziata kardioprotek-
cyjnie. Dysfunkcja jego komorek prowadzi do zmnmiejszenia syntezy tlenku azotu
i bradykinin, stresu oksydacyjnego oraz postepujacych standéw zapalnych sprzyjajacych
odktadaniu si¢ blaszek miazdzycowych. w przeciwienstwie do IKA, sartany mogg sty-
mulowa¢ powstawanie zakrzepow, hamowac¢ uktad fibrynolityczny, a takze wptywac na
produkcj¢ enzymu odpowiedzialnego za powstawanie proceséw zapalnych z powikla-
niami krazeniowymi, co sprzyja erozji i pekaniu blaszek miazdzycowych, a zatem row-
niez moga skutkowac ostrym zespolem wieficowym. W literaturze okreslane to jest jako

“paradoks sartanowy”, ktory tlumaczy si¢ zwigkszonym st¢zeniem angiotensyny II,
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ktéra mimo braku wptywu na receptor AT1, moze pobudza¢ inne receptory dla angio-
tensyny II, wywolujac wezes$niej wspomniane negatywne efekty [4—6]. Dla poroéwnania
dziatania ochronnego inhibitor6w konwertazy angiotensyny i sartanéw przeanalizowano
koreanski rejestr ostrego zawatu serca KAMIR, poréwnujac losy pacjentow po zawale
serca W zalezno$ci od typu leczenia przez rok po zawale. Badania wykazaly, ze pacjenci
nieotrzymujacy zadnego inhibitora uktadu RAA oraz osoby leczone sartanami mieli
o 41% wigksze ryzyko zgonu w poréwnaniu z pacjentami konsekwentnie leczonymi
ACE-I przez rok [7]. Natomiast w celu wykazania dziatania ochronnego IKA na narzady
docelowe, uszkadzane przez nadcis$nienie tetnicze, przeprowadzono badania w oparciu
0 przedstawiciela tej grupy, jakim zostat Peryndopryl. w Pierwszym badaniu EUROPA
wzieto udziat ponad 12 tys. pacjentow, ktorzy zostali podzieleni na dwie grupy. Pierw-
sza przyjmujaca Peryndopryl oraz druga otrzymujaca [-adrenolityk, statyny i leki prze-
ciwplytkowe. Badanie EUROPA dostarczyto pierwszych dowodow na skutecznos¢ Pe-
ryndoprylu. Korzysci zaczgly si¢ pojawia¢ po roku i z czasem wzrastaty. Liczba hospita-
lizacji zmniejszyta si¢ 0 39% po podaniu leku. Nastapito rowniez zmniejszenie $miertel-
nos$ci z przyczyn sercowo-naczyniowych o 20% [8]. Kontynuacja tego eksperymentu
bylo badanie PERTINENT, gdzie inkubowano ludzkie komorki $rodbtonka z zyly pe-
powinowej z surowicg pacjentdw przed leczeniem irok po leczeniu Peryndoprylem.
Wykazano wzrost aktywnos$ci syntazy tlenku azotu o 27% oraz wzrost bradykinin do
normalnego poziomu fizjologicznego u zdrowego pacjenta. Zmniejszyta si¢ réwniez
apoptoza komorek $rodbtonka o 31%, obnizeniu uleglo takze stezenie angiotensyny II
[9]. Badanie EUROPA zostato poszerzone, ze skupieniem uwagi na ocenie tetnic wien-
cowych izdolnoéci IKA do zapobiegania progresji miazdzycy w tych naczyniach,
w badaniu PERSPECTIV. w tescie wzigto udziat 118 pacjentow. Wykazano pozytywny
wptyw Peryndoprylu na regresj¢ blaszek miazdzycowych w zalezno$ci od poziomu ich
zwapnienia. Przy wysokiej zawarto$ci wapnia nie ulegly zmianie, natomiast blaszki bez
zwapnienia lub z niewielkg zawarto$ciag wapnia ulegty regresji [10]. Peryndopryl byt
rowniez przedmiotem badan W celu zwigkszenia rozciggliwosci tetnicy szyjnej
w badaniu DAPHNET, w ktérym udziat wzigto 57 pacjentdow z cukrzyca typu Il oraz
nadcis$nieniem te¢tniczym. w trakcie eksperymentu dawke Peryndoprylu dwukrotnie
zwigkszono z4mg do 8mg. Wykazano obniZenie ci$nienia, a ponadto zmniejszenie
sztywnosci tetnicy szyjnej, a nawet odwrocenie dokonanej juz zmiany struktury $ciany
tetnicy [11]. Przeprowadzono rowniez badanie skutecznos$ci W leczeniu nadcisnienia
preparatem ztozonym tj. Peryndopryl z Indapamidem, na czgsto$¢ wystapienia udaréw
niedokrwiennego oraz mikronaczyniowego — badaniec ADVANCED. Po uptywie czte-
rech lata wyniki wykazaty zmniejszong czesto$¢ udaru niedokrwiennego i mikronaczy-
niowego 0 9% w poréwnaniu z grupa kontrolng [12].

Whioski: Sartany inaktywuja dziatanie angiotensyny II, ale nie hamuja degradacji bra-
dykininy, nie wykazuja wiec wptywu na komorki $rdédbtonka. Nie znajduja tym samym
zastosowania W leczeniu pacjentow z przewlektg niewydolnoscig wiencowg. Przeprowa-
dzone badania dowiodly dziatania ochronnego inhibitoréw konwertazy angiotensyny na
komorki $rddbtonka, dzigki czemu leki te majg pierwszenstwo po zawale, przy niewy-
dolnosci serca czy wysokim ryzyku powiktan krazeniowych. Inhibitory konwertazy
angiotensyny hamujg postep miazdzycy, zmniejszaja czgstos¢ zawaldow serca, udaru,
rozwoju niewydolnoéci serca oraz zmniejszaja ryzyko zachorowan i umieralnosci
Z przyczyn sercowo-naczyniowych. Leki te mozna rowniez stosowa¢ w remodelingu.
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QUORUM SENSING - MOLEKULARNE PODSTAWY
ZJAWISKA i JEGO ZNACZENIE w ZYCIU BAKTERII

N. KOSHEVA'!, K. KOZDRUN', N. JASZEK', W. JEDRYS', A. PASTUSZKA?,
'Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Genetyki
i Mikrobiologii, Studenckie Koto Naukowe Mikrobiologow ,,Bakcyl”, ul. Akademicka
19, Lublin 20-033; 2Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Instytut Nauk Biologicz-
nych, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, Lublin 20-033.

Abstrakt: Quorum sensing (QS) to sposéb komunikacji mi¢dzykomorkowej, opisany
zardbwno dla bakterii Gram-dodatnich jak iGram-ujemnych. Rozwdj mikrobiologii
i intensywne badania pozwolily na dostarczenie dowodow, ze quorum sensing jest zja-
wiskiem chemicznej 1tacznosci drobnoustrojow, uwarunkowanej wytworzeniem
i wydzieleniem do otoczenia molekut sygnatowych, ktore biorg czynny udziat w proce-
sach fizjologicznych réznego typu, m. in. w tworzeniu biofilmu o wysokim stopniu an-
tybiotykoopornosci. Istnieja doniesienia, jakoby QS odgrywato kluczows role w po-
wstawaniu i rozwoju infekcji, a takze patogenezie chordb przewlektych. Wobec tego,
warto poszerza¢ spektrum badan nad tym zjawiskiem, celem rozszyfrowania jego mole-
kularnych mechanizmoéw i wskazania coraz to nowszych mozliwosci wykorzystania.
Praca ma charakter przegladowy, a jej celem jest przyblizenie molekularnych podstaw
zjawiska Quorum sensing oraz jego roli w zyciu bakterii.

Woprowadzenie: Pierwsze wzmianki o mozliwosci komunikacji miedzy bakteriami
pojawily u schytku lat 70-tych XX wieku. Materiatem badawczym byly bakterie Vibrio
fischeri i Vibrio harlvey izolowane z morz, wykorzystujace zjawisko bioluminescencji.
Prowadzone eksperymenty wykazaty, ze drobnoustroje te mogg emitowaé $wiatto tylko
wtedy, gdy zyja W organizmach zwierzat morskich, np. katamarnicy. w sytuacji, gdy
wystepuja jako komorki wolnozyjace, sa pozbawione tej mozliwosci. Od tego momentu
lista drobnoustrojow, W przypadku ktorych zidentyfikowano system QS stale si¢ po-
wigksza [16]. Pojecie quorum sensing (QS), jako system komunikacji migdzykomorko-
wej zyskalo popularnos¢ w literaturze po 1994 roku. Doslownie oznacza ,,poczucie
obecnosci”, lecz opisywane jest jako specyficzny system, poddany $cistej kontroli gene-
tycznej, w odpowiedzi na liczebno$¢ populacji bakteryjnej. Analizy mikrobiologiczne
i biochemiczne prowadzone w latach 90-tych XX wieku wykazaly, iz bakterie moga
wysyla¢ sygnaty komunikacyjne w postaci chemicznych molekut. Sa one okreslane jako
autoinduktory i moge zosta¢ poddane akumulacji w srodowisku zewnetrznym, po wcze-
$niejszej dyfuzji przez Sciang komorkowa lub wskutek dziatania gradientu pH. Umozli-
wia to rozpoznawanie specyficznym biatkom receptorowym danej molekuty, co skutkuje
ekspresja genow kontrolujacych istotne dla bakterii procesy zyciowe. Moze si¢ to odby-
wacé W obrebie pojedynczego gatunku, ale tez i pomigdzy kilkoma roznymi. Dzigki temu
mozliwe jest zycie drobnoustrojow w danych niszach srodowiskowych [11,5,13].

System QS rozni si¢ W zaleznosci od tego, czy dana bakteria jest zaliczana do grupy
bakterii Gram-dodatnich czy Gram-ujemnych. u grup tych zaobserwowano odmienne
systemy wymiany molekut sygnatowych. Czasteczkami wiodgcymi prym w przypadku
bakterii Gram-ujemnych sa stosunkowo dobrze opisane acylowane laktony homoseryny
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(AHL). z kolei rolg¢ czgsteczek sygnalowych u bakterii Gram-dodatnich petnig specy-
ficzne oligopeptydy [5].

Poréwnanie zjawiska QS u bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych

Zjawisko quorum sensing jest wykorzystywane zaréwno przez bakterie Gram-dodatnie
jak i Gram-ujemne do regulacji ekspresji genéw i jest mechanizmem zaleznym od gesto-
sci [12]. System QS opiera si¢ przede wszystkim na czasteczce sygnalizacyjnej oraz
biatku aktywatora transkrypcji. u bakterii Gram-ujemnych gltéwnym zwigzkiem beda-
cym dyfuzyjna czastka sygnalizacyjna jest AHL (acylowy lakton homoserynowy), ktéry
jest autoinduktorem, ajego synteza regulowana jest przez biatka nalezace do rodziny
Lux, zatem na ich podstawie zostanie oméwiony mechanizm dziatania tego zjawiska.
LuxI katalizujg synteze czastek AHL, ktore moga swobodnie dyfundowa¢ do wnetrza
oraz na zewnatrz komorki. w momencie, gdy rosnie zaggszczenie komorek danej popu-
lacji, wzrasta rowniez st¢zenie czastek AHL w otoczeniu, ktorego duze stezenie jest
niezbedne do produktywnego ich wigzania przez receptor LuxR [12,1]. LuxR jest nie-
stabilny w momencie niewielkiego ste¢zenia AHL, za$ po przekroczeniu stgzenia progo-
wego tych czastek, nastgpuje powstawanie kompleksow AHL-LUXR, ktére sa aktywato-
rami transkrypcji genéw docelowych przez wigzanie si¢ z ich promotorami. Co wigcej
kompleks ten wzmaga dodatkowo stymuluje ekspresje Luxl, co jest przyktadem dodat-
niego sprzezenia zwrotnego. Warto podkresli¢, ze niektére organizmy wykorzystuja
jednocze$nie wiele rodzajow QS, np. Pseudosomonas aeruginosa jednoczes$nie uzywa
co najmniej trzech takich systeméw. Nie zawsze zjawisko QS opiera si¢ na czastkach
AHL, lecz ogdlny mechanizm dziatania najlepiej przedstawiony jest za jej posrednic-
twem, gdyz prawidtowo odnosi si¢ do wigkszosci bakterii Gram-ujemnych (Rys.1, A)
[1,3]. w przypadku bakterii Gram-dodatnich, zjawisko QS opiera si¢ na czasteczkach
peptydowych, w skrocie okreslanych jako peptydy autoindukujace (AIP) oraz zwigza-
nych z btong histydyno-kinaz receptorowych [9]. Wyroézniamy dwie gtéwne drogi dzia-
fania QS u bakterii Gram-dodatnich. Pierwsza z nich zaczyna si¢ od syntezy AIP jako
propeptydow iich modyfikacji potranslacyjnych. w takiej postaci wydzielane sa
z udziatem specyficznych transporterow ABC i przeksztalcaja si¢ we whasciwe AIP. Gdy
pewien specyficzny prog stezenia tych peptyddéw zostanie osiagnigty, kinazy receptoro-
we znajdujgce si¢ na powierzchni komoérki rozpoznaja je, co prowadzi do ich aktywacji
a nastepnie do aktywacji przez fosforylacje regulatora odpowiedzi, ktory w takiej postaci
jest w stanie oddzialywac na ekspresje genu docelowego oraz szlaku wydzielania AIP
(Rys.1, B). Kolejng $ciezkg QS jest tzw. samosygnalizacyjna, polegajaca na tym, ze
zsyntetyzowane za poSrednictwem rybosoméw oraz zmodyfikowane potranslacyjnie
AIP sg wydzielane, lecz po osiggnigciu pewnego poziomu stezenia progowego, transpor-
towane sa do wnetrza komorki. Transport ten mozliwy jest dzigki systemowi transporte-
row oligopeptydowych [9,2]. Mimo znaczacych roéznic w budowie obu typow bakterii,
badania dowiodly, ze wystepuje system QS wspdlny dla obu grup. Jest to system
LuxS/Al-2 [14]. Al-2, czyli diester furanozylo-boranowy, jest czastka sygnatowa, ktorej
synteza wymaga obecnos$ci syntazy LuxS.
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Rys.1. Schemat poréwnujacy mechanizm QS: (A) bakterie Gram-ujemne (B) bakterie Gram-dodatnie [12].

Autoinduktory jako czasteczki sygnatowe

W komunikacji migdzykomérkowej miedzy bakteriami kluczowa rol¢ odgrywaja
czasteczki sygnatowe, zwane autoinduktorami (AI). Ich stezenie w §rodowisku wzrostu
bakterii jest $cisle skorelowane z liczba komorek bakteryjnych. Zwiazki te sa wydzielane
i uwalniane do $rodowiska na drodze dyfuzji lub transportu aktywnego [7,18]. Aby cza-
steczka zostata rozpoznawana jako autoinduktor przez system QS, musi spelniaé cztery
podstawowe kryteria. Po pierwsze, produkcja tej czasteczki powinna zachodzi¢
w odpowiedzi na zmiany zachodzace w Srodowisku lub na okreslonych etapach popula-
cji i w okre$lonych warunkach. Ponadto zwiazek powinien by¢ specyficzny wedtug
okreslonych receptoréw i akumulowany pozakomoérkowo. Co wigcej, po przekroczeniu
okreslonego stgzenia progowego zakumulowane czasteczki powinny wzbudzaé skoor-
dynowana odpowiedz komorek. Czwarte kryterium dotyczy odpowiedzi komorkowe;,
ktora powinna wykraczac poza procesy metaboliczne i fizjologiczne. Budowa chemiczna
autoinduktorow i mechanizm ich dziatania jest rozny w zaleznos$ci od gatunku mikroor-
ganizmu. Najlepiej poznanymi czasteczkami sygnalowymi wytwarzanymi przez Gram-
ujemne bakterie sa laktony N-acylo-L-homoseryny (AHL, ang. acyl-homoserine lacto-
nes). Czasteczki te zostalty nazwane autoinduktorami pierwszej klasy (AI-1). Zdolnosé¢
syntezy AHL wykazano u ponad 90 réznych gatunkéw mikroorganizmow [1].

Znaczenie W zyciu bakterii - QS jako czynnik wirulencji

Upowszechnienie stosowania antybiotykow zmusito bakterie do wytwarzania coraz to
nowszych mechanizmow opornosci. By przetrwaé, bakterie zyjace W znacznych zagesz-
czeniu wykorzystaty QS jako sposob komunikacji oraz narz¢dzie sygnalizacyjne, pozwa-
lajace na adaptacje do zmiennych warunkow $rodowiska. Wérdéd mechanizméw tych
wyr6zni¢ mozna zwlaszcza wytwarzanie zmodyfikowanych enzymow inaktywujacych
antybiotyki, tolerancja na $rodki dezynfekujace, produkcja toksyn, wytwarzania gestego
biofilmu,, wytwarzanie zarodnikow; ruchliwo$¢ [17]. QS wykorzystywane jest rowniez
przez bakterie w celu zbadania $rodowiska pod katem innych mikroorganizmow wyko-
rzystujacych czasteczki sygnatowe. Zabieg taki chroni bakterie przed bezcelowym wy-
korzystaniem energii na patogeneze W miejscu, gdzie nie bedzie ona skuteczna ze
wzgledu na wystepowania innej populacji. Odwrotng sytuacja jest rozpoznanie bakterii
pokrewnych i wejscie z nimi we wspotprace W celu wyzszej zjadliwosci. [4]

63



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Wykorzystanie i perspektywa na przysztosé

Stosowanie $rodkow anty-QS powoduje wigksza podatno$¢ bakterii na antybiotyki
i system odporno$ciowy gospodarza. Strategie takie jak inaktywacja receptora QS, ha-
mowanie syntezy systemow QS, stosowanie przeciwcial docelowych przeciwko bloko-
waniu QS, kombinacje $rodkow anty-QS z antybiotykami umozliwiaja zahamowanie
ekspresji genow, zahamowanie lub zmniejszenie wirulencji oraz zapobiegaja tworzeniu
si¢ biofilmu. Wykorzystanie metod anty-QS daje nadziej¢ na walke z poglebiajacym si¢
wzrostem lekoopornych bakterii. [6]
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BADANIE EFEKTYWNOSCI WIAZANIA N,
ATMOSFERYCZNEGO, OKRESLANIE ZAKRESU
GOSPODARZA oraz ANALIZA FILOGENETYCZNA GENOW
SYMBIOTYCZNYCH MIKROSYMBIONTOW LEMBOTROPIS
NIGRICANS

A. JASTRZEBSKI, M. WOJCIK, UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii UMCS,
Katedra Genetyki i Mikrobiologii, Akademicka 19 20-031 Lublin.

Abstrakt: Rizobia to bakterie glebowe, zdolne do wchodzenia w symbiotyczng interak-
cj¢ z roslinami bobowatymi. Nawigzanie symbiozy rhizobium — ro§lina bobowata jest
ztozonym i $cisle kontrolowanym procesem. Skutkiem tej symbiotycznej interakcji jest
utworzenie brodawki korzeniowej w ktérej rizobia wigzg N, i przeksztatcaja go w formy
amonowe dostepne dla roslin. Proces biologicznego wigzania azotu atmosferycznego ma
ogromne znaczenie, poniewaz ogranicza stosowanie sztucznych nawozéw azotowych,
przyczyniajac si¢ do zmniejszenia zawartos$ci toksycznych azotanow w glebie. Celem
pracy byto okreslenie efektywnos$ci wigzania azotu atmosferycznego, okreslenie zakresu
ro$linnego gospodarza oraz analiza filogenetyczna genéw symbiotycznych nodC i nodZ
11 mikrosymbiontéw wyizolowanych z brodawek korzeniowych Lembotropis nigricans
(szczodrzyk czerniejacy).

Wprowadzenie: Wystgpujacy w atmosferze azot w formie czasteczkowej (N,) jest trud-
no przyswajalny dla roslin. Zdolno$¢ jego redukcji w forme dostepng majg wylacznie
organizmy prokariotyczne (bakterie i archeony). Bakterie glebowe — rizobia wyst¢puja
w przyrodzie w dwoch formach, tj. jako wolno zyjace saprofity bytujace w glebie oraz
jako wigzgce azot atmosferyczny endosymbionty ro$lin bobowatych. Rizobia tworzg na
korzeniach roélin bobowatych struktury zwane brodawkami. w nich zachodzi proces
biologicznego wiagzania azotu (BNF, biological nitrogen fixation) [1]. Symbioza rizo-
bium — roslina bobowata charakteryzuje si¢ wysoka specyficznoscia. Poszczegolne ga-
tunki bakterii moga wchodzi¢ w interakcje tworzac brodawki na okreslonej liczbie ga-
tunkow roslinnych gospodarzy. W zaleznosci od zdolno$ci nawigzywania efektywnej
symbiozy, rizobia dzielimy na waskogospodarzowe i szerokogospodarzowe [2]. Wyjat-
kowo szeroki zakres gospodarza wykazuje gatunek Ensifer fredii NGR234, ktory jest
zdolny do tworzenia brodawek na ponad 120 rodzajach roslin bobowatych, z kolei Rhi-
zobium leguminosarum bv. trifolii jest gatunkiem o wysokiej specyficzno$ci i zakaza
tylko rézne gatunki rodzaju Trifolium — koniczyna [3]. Nawigzanie efektywnej
i wydajnej relacji symbiotycznej pomiedzy mikrosymbiontami i ro$linami bobowatymi
zalezy od zgodnosci genetycznej obu organizmow. Ze strony bakteryjnego partnera sg to
specyficzne sygnaly molekularne, na ktére roslinny gospodarz swoisScie odpowiada.
Glownymi bakteryjnymi sygnatami molekularnymi w symbiozie sg czynniki Nod (NF,
Nodulation Factors) produkowane w odpowiedzi na zwigzki flawonoidowe wydzielane
przez gospodarza ro$linnego [2]. Synteza NF zachodzi na skutek dziatania produktow
dwoch grup gendow nod, genéw operonu NodABC (odpowiadajacych za synteze enzy-
mow niezbednych do tworzenia szkieletu N-acetyloglukozaminowego NF) oraz innych
genoéw nod, noe i nol, odpowiadajacych za modyfikacje chemiczne w NF, nadajace rizo-
biom specyficzno$¢ w stosunku do roslinnego gospodarza [3].
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Cze$¢ eksperymentalna: w celu zadania zdolnosci mikrosymbiontéw L. nigricans do
tworzenia symbiozy z ro$linami bobowatymi: nasiona Lupinus luteus, Trifolium repens,
Medicago sativa, Lotus corniculatus, Phaseolus vulgaris, Glycine max, Vicia sativa
jatowiono z zachowaniem odpowiedniej procedury. Najpierw stosowano plukanie pod
woda biezaca potem 3X ptukanie jatowa woda, 5-cio minutowa inkubacja w 0,1% HgCl,,
3x ptukanie jalowa woda, 5-cio minutowa inkubacja w 75% alkoholu etylowym, 3x
ptukanie jatlowa woda. Nasiona Chamaecytisus ratisbonensis, Sarothamnus scoparius
i L. nigricans jalowiono powierzchniowo stezonym kwasem siarkowym przez 60 minut.
Po 2 dniach siewki przenoszono do probowek z podtozem i naswietlano 12 godzin/12
godzin (dzien/noc) W szklarni. Po pojawieniu si¢ pierwszych liscieni rosliny zakazano
zawiesinami bakterii 0 ODgg = 0,2 i inkubowano w szklarni przez 6 tygodni. Efektyw-
no$¢ wigzania azotu okre$lano postepujac W nastepujacy sposob: probowki z 6-cio tygo-
dniowymi ro$linami L. nigricans szczelnie zamykano. Nastgpnie usuwano z nich po 2 ml
powietrza, a na to miejsce wprowadzano 2 ml acetylenu. Po 60 min. pobierano po 1ml
mieszaniny gazow znad rosliny i wprowadzano na kolumn¢ wypetniong poropakiem T
chromatografu gazowego Hewlett Packard 5890 series 1. Amplifikacje i sekwencjono-
wanie genéw nodC i nodZ przeprowadzono poprzez wyizolowanie DNA genomowego
(zestaw Genomic Mini firmy A&A Biotechnology), nastepnie powielono fragment ge-
néw nodC (ok. 410 pz) inodZ (ok. 380 pz). Uzyto odpowiednio starterow nodCFu
i nodC1 [4] oraz TSnodZ1 i TSnodZ2 [5]. Produkty reakcji PCR oczyszczono zestawem
Clean-up firmy A&A Biotechnology i zsekwencjonowano.

Whyniki: Na drzewie filogenetycznym genu nodC, mikrosymbionty L. nigricans lokuja
sic na wspolnej galezi ze szczepem Bradyrhizobium rifense CTAW71', (symbiontem
Cytisus villosus). Badane izolaty utworzyly duza grupe z Bradyrhizobium sp. BRTS3,
Bradyrhizobium sp. BLUH1, Bradyrhizobium japonicum BGA-1", Bradyrhizobium sp.
WMQ', Bradyrhizobium canariense BLUT1", Bradyrhizobium sp. BCO1", Bradyrhizo-
bium sp. BTA-1" i B. cytisi CTAW11. Pozostale bakterie referencyjne rodzaju Bra-
dyrhizobium zgrupowaty si¢ w trzech oddzielnych gronach i utworzyly trzy niezalezne
gatezie z symbiontami L. nigricans [Rys. 1A]. Na drzewie filogenetycznym genu nodz,
mikrosymbionty L. nigricans ulokowane sg na jednej gatezi przy wspotczynniku popar-
cia wynoszacym 81%. Utworzyly one wspdlng grupe z symbiontem tubinu — Bradyrhi-
zobium canariense SEMIA 928". Pozostate bakterie z rodzaju Bradyrhizobium zgrupo-
waly si¢ na filogramie genu nodZ w dwéch oddzielnych gronach [rys. 1B].
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Rys. 1. Driewa filogenetyczne powstate w oparciu o analize;r sekwencji genu nodC (A) i nodZ (B) badanych
mikrosymbiontow L. nigricans oraz referencyjnych bakterii rodzaju Bradyrhizobium pobranych z bazy danych
GeneBank.

Testy roélinne wykazaly zdolno$¢ mikrosymbiontéw L. nigricans do symbiozy
z ro$linami bobowatymi pigciu przedstawicieli rodziny Fabaceae. Badane mikrosym-
bionty L. nigricans wchodzity w interakcje symbiotyczng nie tylko z naturalnym gospo-
darzem, ale rowniez z innymi badanymi roslinami nalezacymi do plemienia Genisteae
tj.: Chamaecytisus ratisbonensis, Cytisus scoparius, Lupinus luteus, Lupinus polyphyllus
i indukowaty na korzeniach tych ro$lin efektywne (rézowe) brodawki. Pozostate rosliny
uzyte W badaniach nie tworzyly uktadoéw symbiotycznych z bakteriami wyizolowanymi
z brodawek korzeniowych szczodrzyka czerniejacego.

Tabela 1. Efektywno$¢ brodawkowania oraz wigzania azotu przez ryzobia specyficzne dla Lembotropis nigri-
cans w symbiozie z ro$linami plemienia Genisteae.

Efektywno$¢ symbiozy mikrosymbiontow Lembotropis nigricans
Gospodarz roslinny Sucharr:éa;isre: F;Zﬁzgﬁg]qud llo$¢ brodawek
S | NK° | ¢ NK Sr | NK° s

Chamaecytisus ratisbonensis 11,7 4,3 2,3 1,5 13 - 2,7
Cytisus scoparius 12,4 3,7 1,4 1,2 9 - 1,8
Lembotropis nigricans 14,8 2,6 0,8 0,4 11 - 31
Lupinus luteus 107 34 12,7 6,7 15 - 4,8
Lupinus polyphyllu 138 45 12,7 6,4 18 - 3,9

Objasnienia: Sr* érednia arytmetyczna, infekowano kazda rosling W trzykrotnych powtérzeniach kazdym z 11
izolatéw Lembotropis nigricans, s® odchylenie standardowe, NK® kontrola negatywna (rosliny nieinfekowane
bakteriami)

Chromatograficzny pomiar ilo$ci etylenu potwierdzit zdolno$¢ L. nigricans do wiazania
N,. Stwierdzono znacznie wyzsza $rednig aktywno$¢ nitrogenazy w uktadzie L. nigri-
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cans — badane mikrosymbionty [Tab. 2] w poréwnaniu do ukladu mikrosymbionty
L. nigricans — inne rosliny plemienia Geniasteae [Tab. 3].

Tabela 2. Aktywno$¢ nitrogenazy w ukladzie symbiotycznym badane izolaty (LN) — ich naturalny gospodarz —
L. nigricans.

Szczep wykorzystany do | Aktywno$¢ nitrogenazy | Szczep wykorzystany do | Aktywno$¢ nitrogenazy
zainfekowania ro$liny | (umol etylenu/h/ro$lina) | zainfekowania ro$liny | (umol etylenu/h/rolina)
LN1 144,58 LN23 56,54
LN2 87,63 LN24 72,71
LN4 129,5 LN26 63,85
LN10 63,86 LN30 101,66
LN11 166,72 LN32 106,55
LN20 164,12 - -
Srednia 85,53 umol etylenu/h/roslina

Tabela 3. Aktywno$¢ nitrogenazy W ukladzie symbiotycznym miedzy mikrosymbiontami L. nigricans
a roslinami z plemienia Genisteae inne niz szczodrzyk czerniejacy.

Roslinny gospodarz Aktywnos¢ nitrogenazy (nmol etylenu/h/ro$lina)
Chamaecytisus ratisbonensis 64,97
Cytisus scoparius 55,72
Lupinus luteus 69,87
Lupinus polyphyllus 73,54

Whioski: Symbionty L. nigricans nalezg do bakterii o szerokim zakresie gospodarza,
zdolnych do symbiozy z roslinami bobowatymi nalezacymi do réznych gatunkow. Sred-
nia warto$¢ aktywnos$ci nitrogenazy wszystkich 11 badanych prob uktadu L. nigricans —
badane mikrosymbionty LN jest znacznie wyzsza od aktywno$¢ nitrogenazy W uktadzie
izolaty LN — inne roéliny niz L. nigricans. ldentyfikacja w genomach symbiontow
L. nigricans genu nodC inodZ potwierdza przynalezno$¢ badanych mikrosymbiontéw
do bakterii tworzacych uktady symbiotyczne, ponadto obecno$¢ genu nodZ determinuja-
cego U ryzobiéw specyficzno$¢ interakcji z roslinnym gospodarzem sugeruje, ze
U badanych izolatow grupa fukozylowa moze by¢ czynnikiem regulujacych symbioze.
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ZASTOSOWANIE WYSOKOROZDZIELCZEJ SPEKTROMETRII
MAS w UWIERZYTELNIANIU MIESA PERLICZKI

A. TRZPIL!, A. STACHNIUK?!, A. KOZUB!, A. SUMARA!, G. WOJCICKA?,
'Uniwersytet Medyczny, Wydziat Biomedyczny, Zaklad Bioanalityki, ul. Jaczewskiego
8b, 20-090 Lublin, ®Uniwersytet Medyczny, Wydziat Nauk-Medycznych, Katedra
i Zaktad Patofizjologii, ul. Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin.

Abstrakt: Praca obejmuje wyniki badan dotyczace mozliwos$ci zastosowania WySoKo-
sprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometria mas typu kwadrupol -
analizator czasu przelotu (LC/QTOF) w uwierzytelnianiu miegsa perliczki. Badaniami
objeto dwa gatunki termicznie przetworzonego drobiu: migso perliczki oraz migso kur-
czaka. Przedstawiono wykorzystanie profilowania metabolomicznego w réznicowaniu
miedzygatunkowym. W oparciu o jony réznicujgce zbudowano model PLS-DA pozwala-
jacy identyfikowa¢ migso perliczki na podstawie profilu metabolomicznego uzyskanego
z analizy LC/QTOF. Wskazano markery charakterystyczne dla migsa perliczki umozli-
wiajace ilosciowg oceng zawarto$ci perliczki w mieszankach migsnych.

Whprowadzenie: Zafalszowania W zywno$ci, zwlaszcza te, zwigzane z produkcjg migsa
coraz czeSciej wzbudzaja zainteresowanie wsrod ludzi na catym $wiecie. W wickszosci
przypadkoéw oszustwa w branzy spozywczej polegaja na celowym wprowadzeniu kon-
sumentow W btad poprzez mieszanie lub zastgpowanie wysokiej klasy produktow mig-
snych produktami nizszej klasy w celu pozyskania korzysci finansowych [1]. Migso
drobiowe jest jednym z podstawowych elementow diety cztowieka, jego spozycie sys-
tematycznie wzrasta i mozna przypuszczaé, ze $wiatowy handel drobiem stale bedzie
rost [2]. Mieso perliczki charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscia biatka przy niskiej za-
wartos$ci thuszczu i cholesterolu. Migso perliczki jest szczegdlnie podatne na zafatszowa-
nia, gdyz jego cena jest zdecydowanie wyzsza od ceny migsa kurczaka [3]. Ogromne
znaczenie dla ochrony konsumentow ma ciggly rozwdj zaawansowanych i czutych me-
tod analitycznych, umozliwiajacych potwierdzenie autentycznosci produktow spozyw-
czych. Profilowanie metabolomiczne jako jedng z technik dyskryminacyjnych z powo-
dzeniem stosuje si¢ W wielu badaniach naukowych skupionych na wykrywaniu zafat-
szowan zwigzanych z zywnos$cig [4]. Badania metaboliczne pozwalajg na iloSciowg oraz
jakosciowa analize sktadu produktu spozywczego, a dzigki wykorzystaniu zaawansowa-
nych programow do przetwarzania danych analitycznych mozliwe jest przeanalizowanie
ich skladu biochemicznego oraz ich pdzniejsza identyfikacja [5]. w niniejszej pracy
przedstawiono podejscie profilowania metabolomicznego LC/QTOF oraz zastosowanie
narzedzi chemometrycznych w uwierzytelnianiu dwoch gatunkéw drobiu: perliczki
i kurczaka. Wykonano model PLS-DA oraz przedstawiono przyktadowe jony rdznicuja-
ce migso perliczki od migsa kurczaka.

Czes¢ eksperymentalna: Material badawczy stanowily dwa gatunki drobiu: kurczak
(n=4) i perliczka (n=4) zakupione w lokalnych centrach handlowych w Lublinie. Surowe
migso pokrojono i gotowano przez 30 min w temperaturze 100°C. Ugotowane migso
zhomogenizowano z zastosowaniem homogenizatora kulkowego (Mini-Mill PULVERI-
SETTE 23, FRITSCH GmbH) stosujac kulk¢ o $rednicy 5 mm, a nastgpnie poddano
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procedurze ekstrakcji mieszaning metanolu z etanolem (50:50, v/v). Homogenat prze-
chowywano w temperaturze -20°C przez 30 min, anastgpnie poddano wirowaniu
i przefiltrowano przy uzyciu filtrow Titan3 (0.2pum, 4mm). Uzyskane ekstrakty przenie-
siono do fiolek autosamplerowych i poddano analizie LC/QTOF. Schemat przygotowa-
nia probki przedstawiono na rysunku 1.

Rys.1. Schemat przygotowania probki migsa perliczki do analizy LC/QTOF.

Analize ekstraktow z migsa prowadzono za pomoca ultrasprawnego chromatografu cie-
czowego Agilent Technology HPLC seria 1290 Infinity sprz¢zonego ze spektrometrem
mas typu kwadrupol-analizator czasu przelotu Agilent Technology 6550 iFunnel
LC/QTOF. Rozdzial chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie Agilent Zorbax
Extend C18, 2.1 x 100 mm, $rednica ziarna: 1.8 pm. Faz¢ ruchoma stanowit 0,1% kwas
mréwkowy w wodzie dejonizowanej (A) i acetonitrylu (B). Prowadzono elucj¢ gradien-
towg przez 30 min, z szybkos$cia przeptywu fazy ruchomej 0,4 ml/min. Objeto$¢ dozo-
wanej probki 5 pl. Zastosowano nastepujace parametry spektrometru masowego: zrodto
jonow Agilent JetStream Technology (ESI) pracujace W trybie jonéw dodatnich, tempe-
ratura gazu rozpylajacego 325 °C, przeptyw gazu 8 I/min, cisnienie nebulizera 35 psi,
napiecie kapilary 4500. Analize prowadzono w trybie skan MS. Uzyskane wyniki anali-
zowano chemometrycznie z wykorzystaniem programow Mass Hunter Profiler Pro-
fessional (Agilent Technologies) oraz Simca (SartoriusStedimBiotech).

Whyniki: Termicznie przetworzone migso perliczki i kurczaka pochodzace od czterech
réznych producentow analizowano W 3 powtorzeniach. Uzyskano profile metabolomicz-
ne (ang. metabolic fingerprinting) dla obu gatunkéw. Przy pomocy algorytmu Findy by
Molecular Features wyekstrahowano spektra i chromatogramy jonéw roznicujacych.
Wykonano wyrownanie czasow retencji i mas oraz filtrowanie mas przy pomocy pro-
gramu Mass Profiler Professional, a nastepnie zbudowano model PLS-DA (ang. partial
least squares discriminant analysis) umozliwiajacy identyfikacj¢ gatunkow. Rysunek 2
przedstawia wykresy rozrzutu danych analizy PLS-DA. Przyktadowe chromatogramy
EIC (ang. extracted ion chromatogram) dla jonéw (m/z 580.3454, m/z 742.7103) charak-
terystycznych dla migsa perliczki przedstawiono na rysunku 3. Obecnos$ci tych jonow
nie potwierdzono w migsie kurczaka.
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Rys.2. Wykres rozrzutu danych (ang. scatter plot) model PLS-DA.
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Rys. 3. Chromatogramy EIC jonow m/z 580.3454 i m/z 742.7103 charakterystycznych dla migsa perliczki
(PG_1), brak obecnosci w migsie kurczaka (KuG_1).

W celu oceny potencjatu zastosowania jonu m/z 580.3454 i jonu m/z 742.7103 do ilo-
$ciowej oceny zawarto$ci migsa perliczki w produkcie spozywczym przygotowano dwu-
sktadnikowe mieszanki miesne (tabela 1).

Tabela 1. Udziat procentowy migs perliczki i kurczaka w przygotowanych mieszankach.

Nr probki Mieso perliczki Migso kurczaka

1 1% 0,002¢g 99% 0,198¢g
2 5% 0,01g 95% 0,199
3 10% 0,02¢g 90% 0,18¢g
4 30% 0,06 g 70% 0,14¢g
5 50% 0,1g 50% 01g
6 70% 0,14¢g 30% 0,06 g
7 100% 0,2¢g 0% 0g

8 0% 0g 100% 029
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Rys. 4. Chromatogramy EIC jonow (a) m/z 580.3454 i (b) m/z 742.7103 z intensywnoscia zalezna od zawarto-
$ci procentowej migsa perliczki wraz z krzywymi kalibracyjnymi obrazujacymi intensywnos¢ jonow (a) m/z
580.3454 i (b) m/z 742.7103 vs zawartos¢ procentowa perliczki w mieszance migsne;j.

W przygotowanych mieszankach monitorowano intensywno$¢ jonu m/z 580.3454 oraz
jonu m/z 742.7103 obecnych w migsie perliczki, a nie stwierdzonych w miesie kurczaka.
Rysunek 4 przedstawia chromatogramy EIC jonow (a) m/z 580.3454 i (b) m/z 742.7103
obrazujace zmiang intensywnosci piku W zaleznosci od procentowgo udzialu miesa per-
liczki w mieszance migsnej oraz uzyskane krzywe kalibracyjne.

Whioski: Przeprowadzone badania wykazaty, ze mozliwe jest réznicowanie przetworzonego
migsa drobiowego z wykorzystaniem profili MS ekstraktow uzyskanych z migs perliczki
i kurczaka. Dzigki zastosowaniu chemometrii i analiz statystycznych znaleziono jony charak-
terystyczne dla migsa perliczki. Wykazano, Ze jony te moga by¢ przydatne do ilosciowej
oceny zawartosci migsa perliczki W mieszance mig¢snej zawierajacej mig¢so kurczaka.

Badania zostaly sfinansowane ze S$rodkéw Narodowego Centrum Nauki, grant nr
2017/25/B/NZ9/02000.
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NOWE SPEKTROFOTOMETRYCZNE METODY
OZNACZANIA LIPAZ

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

Abstrakt: Lipazy to grupa enzymoéw rozpuszczalnych w wodzie, ktore wykazuja zdol-
noé¢ dziatania na granicy fazy wodnej i organicznej. Katalizuja one przede wszystkim
hydrolizg wigzan estrowych w nierozpuszczalnych w wodzie substratach lipidowych, ale
rowniez reakcje syntezy organicznej. Wszechstronnos¢ tych biatek czyni je wyjatkowo
uzytecznym narzedziem biotechnologicznym w wielu sektorach przemystu, w tym:
kosmetycznym, spozywczym, mleczarskim, farmaceutycznym, olejowo-chemicznym,
a takze detergentowym. Ze wzgledu na réznorodne funkcje biologiczne, a takze ogrom-
ny potencjat aplikacyjny lipaz, niezbedne sg szybkie a zarazem precyzyjne metody stu-
zace do identyfikacji, analizy iloSciowej, a takze oceny aktywnosci katalitycznej tych
biatek. w tym celu wykorzystywane sg instrumentalne metody analityczne wsrod kto-
rych preznie rozwijanym kierunkiem jest spektrofotometria. Niniejsza praca ma charak-
ter przegladowy, a jej celem jest przedstawienie nowoczesnych metod spektrofotome-
trycznych wykorzystywanych do analizy lipaz, enzymoéw o istotnym znaczeniu dla roz-
woju wspotczesnej industrializacji.

Wprowadzenie: w ostatnich latach mamy do czynienia z wyraznym trendem w Kierun-
ku zwigkszenia efektywnos$ci oraz ekonomiki proceséw chemicznych prowadzonych na
szeroka skale. Jednym z rewolucyjnych rozwigzan okazato si¢ stosowanie biokatalizato-
row, ktore aktywuja oraz przys$pieszajg zachodzace reakcje, pozytywnie wptywajac na
ich selektywno$¢ [1,2]. Dodatkowo, dzigki wysokiej specyficznosci substratowej, reak-
tywnosci, a takze okreslonym wiasciwosciom katalitycznym, biologicznym i fizykoche-
micznym enzymy stanowig funkcjonalny dodatek do wielu produktéw, poprawiajac przy
tym ich jako$¢, przeznaczenie oraz walory organoleptyczne [3]. Grupa enzymow, ktora
jest szczegolnie badana pod katem zastosowan technologiczno-przemystowych sa lipazy
(acylohydrolazy triacyloglicerolu, EC 3.1.1.3). Cecha charakterystyczna tych biatek,
odrézniajacg je od innych enzymoéw jest dziatanie na substraty nierozpuszczalne
w wodzie. Decyduje to o przebiegu reakcji na powierzchni pomiedzy faza substratu
(nierozpuszczalng w wodzie) ifazg wodng, W ktdrej rozpuszczony jest enzym [4].
w zalezno$ci od $rodowiska, lipazy przeprowadzajg kilka typow reakcji chemicznych
takich jak hydroliza oraz synteza organiczna, ktora obejmuje m.in. estryfikacje, alkoho-
lize, kwasolize, aminolizg oraz interestryfikacj¢ (Rys. 1) [3, 6]. Kluczowym parametrem,
ktory decyduje o przebiegu przeprowadzanej reakcji jest dostepnos¢ wody W mieszani-
nie reakcyjnej. w srodowisku wodnym przewazajg reakcje hydrolizy tri-di- i monoglice-
rydow do kwasow tluszczowych oraz glicerolu. Natomiast w srodowisku rozpuszczalni-
koéw organicznych przewazaja reakcje syntezy wigzan estrowych [4,5]. Lipazy to enzy-
my szeroko rozpowszechnione w $wiecie przyrody, poniewaz ich wystepowanie zostato
udowodnione u ro$lin, zwierzat oraz mikroorganizmow. Obecnie biatka mikrobiologicz-
ne pochodzace z grzybow, drozdzy i bakterii sa analizowane przez badaczy z calego
$wiata pod katem usprawnienia proceséw technologicznych, a takze opracowania wyso
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0
: I I
Hydroliza R-C-OR, + H,O €—> R-C-OH + R.-OH

o
: N Il I
Estryfikacja R-C-OH + R-OH &—> R-C-OR, + H.0
: I
Alkoholiza R-C-OR, + R-OH &——> R-C-OR. + R,-OH
Iol (l? ?I) I
Kwasoliza R-C-OR, + R-C-OH &——> R,-C-OR, + R-C-OH
- |l Il
Aminoliza R-C-OR, + R-NH, €——> R-C-NHR, + R,-OH
(e} o} 0

Il Il Il Il
R-C-OR, + R,-C-OR. &——> R,-C-OR, + R-C-OR.
Rys. 1. Reakcje katalizowane przez lipazy w zaleznosci od $rodowiska reakc;ji [5, 6].

Interestryfikacja

kiej jakosci produktow komercyjnych wykorzystywanych m.in. w przemys$le kosme-
tycznym, mleczarskim, papierniczym, farmaceutycznym, olejowo-chemicznym, $rod-
kow ochrony roslin, biopaliw, a takze detergentow [4]. Rosngce zapotrzebowanie prze-
myshu na lipazy doprowadzitlo do zidentyfikowania nowych zrédet enzymu, a takze
opracowania skutecznych, specyficznych metod stuzacych do ich identyfikacji, analizy
ilosciowej, atakze oceny aktywnoS$ci katalitycznej [7]. Wybor odpowiedniej metody
zalezy od wymagan uzytkownika, jednak w przypadku oznaczania enzymu nalezy wzigé¢
pod uwage czuto$¢ metody, dostepnos¢ substratow oraz tatwos¢ procedury [8]. Techni-
ka, ktora ze wzgledu na szybkos$¢ analizy, powtarzalno$¢, a takze niezwykla precyzje
cieszy sie szczegdlnym uznaniem jest spektrofotometria. Podstawowym jej zatozeniem
jest to, ze kazdy zwiazek chemiczny absorbuje, transmituje, badz odbija $wiatto (pro-
mieniowanie elektromagnetyczne) w pewnym zakresie dtugosci fal. Do celow analitycz-
nych wykorzystuje si¢ przejscia energetyczne zachodzace w czasteczkach, spowodowa-
ne absorpcjg promieniowania elektromagnetycznego W zakresie nadfioletu, $wiatta wi-
dzialnego lub bliskiej podczerwieni [9]. Poczatki wykorzystania tej techniki siggaja lat
czterdziestych XX wieku. Wéwczas opracowano pierwszy przyrzad umozliwiajacy
detekcje poziomu pochlaniania $wiatta przez badane probki. Od tamtego czasu spektro-
fotometry ulegly miniaturyzacji oraz wyposazeniu W nowoczesne technologie umozli-
wiajgce szeroki zakres badan [10]. Pomiar spektrofotometryczny polega na poréwnaniu
nat¢zenia wigzki §wiatla padajacej na materiat (wigzka odniesienia) z nat¢zeniem wigz-
ki, ktora przez niego przeszia [9]. Czynnikiem decydujacym o ilosci absorbowanego
Swiatla przez dang substancj¢ jest jej stezenie. Dlatego metoda ta pozwala na bardzo
doktadne oszacowanie ilosci badanego zwigzku, a takze poprzez dobdr odpowiednich
reagentow badanie kinetyki enzymatycznej [11]. Do spektrofotometrycznego oznaczania
lipaz wykorzystuje si¢ syntetyczne substraty lipazowe, ktore po katalizowanej enzyma-
tycznie hydrolizie przeksztalcaja si¢ W produkty mozliwe do wykrycia. Najczgsciej sto-
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sowanymi w tym celu substratami sg estry p-nitrofenylu i naftylu. w wyniku lipolizy
estrow p-nitrofenylu takich jak: lauryniany, palmityniany, maslany czy oleiniany po-
wstaje z6lto zabarwiony p-nitrofenol, ktdérego warto$¢ absorbancji mierzy si¢ przy diu-
gosci fali migdzy 405 a 410 nm. Wadg tej metody jest jednak fakt, iz estry p-nitrofenylu
moga ulega¢ nieenzymatycznej hydrolizie, co w znaczacy sposob zaburza wiarygodno$é
odczytu.

Rys.2. Reakcja hydrolizy oraz syntezy estru p-nitrofenylu katalizowana przez lipaze [12].

Dodatkowo, niezmiernie wazne jest, aby reakcja przebiegala w $ci§le okreslonym pH,
poniewaz W zbyt kwasnym $rodowisku p-nitrofenol wykazuje catkowity brak absorpcji
swiatla [7]. w przypadku hydrolizy estrow naftylu przez lipazy (kaprylanu, octanu, pro-
pionianu) uwolniony zostaje naftol, ktory nastepnie jest sprzegany z solami diazonio-
wymi. w wyniku tej reakcji powstaje czerowonozabariony kompleks, ktorego absorban-
cj¢ nalezy mierzy¢ przy dtugosci fali 560 nm [7]. Aktywno$¢ enzymu w przypadku tych
dwoch metod jest wyrazana w pmolach p-nitrofenylu/naftylu uwalnianego w ciagu mi-
nuty [8]. Analogiczng metod¢ zaproponowatl zesp6t badawczy Mosmuller iwsp. Do
oznaczenia aktywnosci lipazy wykorzystali oni zdolno$¢ enzymu do hydrolizy wigzan
estrowych taczacych lancuchy kwasu mastowego z 2,4-dinitrofenolem. Uwalniany
w wyniku lipolizy anion 2,4-dinitrofenolu wykazuje zdolnos$ci absorpcyjne przy dlugosci
fali wynoszacej 360 nm [13]. Ponadto jako substraty do oznaczania lipazy moga postu-
zy¢ dtugotancuchowe tioestry analogéw glicerolu. Wowczas otrzymane w wyniku reak-
cji tiole sg sprzegane z odczynnikiem Ellmana (DTNB), tworzac z6tto zabarwione anio-
ny TNB, ktorych absorbancj¢ nalezy mierzy¢ przy dtugosci fali 412 nm [14,15]. Wspol-
ng wadg wszystkich wymienionych metod jest znacznie nizsza specyficzno$¢ lipaz
w stosunku do syntetycznych analogdéw substratow, anizeli ich naturalnych odpowiedni-
kow. Alternatywa jest metoda oparta na spektrofotometrycznym ilosciowym oznaczeniu
glicerolu powstatego w wyniku lipolizy triacylogliceroli. z kolei metoda ta jest znacznie
bardziej pracochtonna iwymaga zastosowania Kilkuetapowej procedury. Pierwszym
krokiem jest hydroliza triacylogliceroli, nast¢pnie okresowe utlenienie uwolnionego
glicerolu do formaldehydu, konwersja powstatego produktu do fioletowego chromoforu
przy pomocy kwasu chromotropowego oraz oznaczenie spektrofotometryczne [7]. In-
nowacyjng procedure, umozliwiajgcg badanie aktywnos$ci lipaz w rozpuszczalnikach
organicznych zaproponowat zespot badawczy Goujard iwsp. Badacze wykorzystali
zdolno$¢ enzymu do przeprowadzania specyficznych reakcji transestryfikacji pomigdzy
steranianem winylu i pentanolem mierzac spadek absorbancji przy dtugosci fali wyno-
szacej 200 nm [16].
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Whioski: We wspolczesnym $wiecie enzymy stanowig wazng cze¢$¢ industrializacji.
z uwagi na naturalne pochodzenie, wysoka specyficznos$¢ dziatania, a takze mozliwosé
kontrolowania katalizowanych przez nie proceséw biatka te usprawnity niemal kazdy
sektor przemystu. Lipazy to wyjatkowe narzedzia biotechnologiczne, poniewaz jako
jedyne posiadaja zdolnos$¢ katalizowania reakcji z substratami lipofilnymi w uktadzie
dwufazowym. Unikalne wlasciwos$ci tych biatek, a takze powszechno$¢ ich wystgpowa-
nia sprawity, ze staly si¢ one obiektem zainteresowan naukowcow z catego §wiata, dzie-
ki czemu liczba ich potencjalnych zastosowan w przemysle stale ro$nie. Aby usprawnic¢
procedury badan nad praktycznym wykorzystaniem tych biokatalizator6w niezbedne sa
szybkie, niezawodne, czule, a zarazem wysoce specyficzne i selektywne metody stuzace
do ich oznaczen. Metody spektrofotometryczne spetniaja wszystkie te kryteria, dlatego
priorytetem powinno by¢ rozpowszechnienie wiedzy na temat ich uzycia. Ponadto nale-
zy skupi¢ si¢ na opracowaniu nowych metod spektofotometrycznych stuzacych do ozna-
czania lipaz, atakze udoskonaleniu tych dotychczas opisanych. Niniejsza praca wskazu-
je na realng potrzebg wykonania badan w tym kierunku.
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ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII RAMANOWSKIEJ
w BADANIU CUKRZYCY

J. PACULA, B. GIEROBA, A. SROKA-BARTNICKA, Uniwersytet Medyczny
w Lublinie, Wydziat Biomedyczny, Samodzielna Pracownia Spektroskopii i Obrazowa-
nia, ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin.

Abstrakt: Cukrzyca jest jedna z najczgséciej wystepujacych chordb na $wiecie. Aktual-
nie prowadzone badania jej patofizjologii prowadzone sg gtéwnie z zastosowaniem
technik opartych na testach enzymatycznych. Obecnie dazy si¢ do znalezienia nieinwa-
zyjnej techniki, ktéra usprawnitaby proces analityczny, pozwalajac na badania wigkszej
ilosci os6b. W niniejszej pracy przedstawiono spektroskopi¢ Ramana jako potencjalng
metode mozliwg do zastosowania W diabetologii. Opisane zostaty dotychczasowe wyniki
badan przeprowadzonych w tym obszarze.

Wprowadzenie: Cukrzyca uznawana jest za jedna z chor6b z najwyzszym wskaznikiem
czgstosci diagnozowania wsrdd ludzi, szczegdlnie w krajach wysoko rozwinigtych. We-
dhug raportu WHO z 2016 r. [1] chorych na cukrzyce na §wiecie bylo 422 min, a do
2035 r. liczba ta moze wzrosna¢ do 592 mln. w samej Polsce szacuje si¢, ze liczba ta
wynosi 2 min, z czego ok. 25% chorych jest niezdiagnozowana [2]. Cukrzyca jest cho-
robg metaboliczng polegajaca na zaburzeniach gospodarki cukrow w organizmie. Cho-
roba ta wystepuje w Kilku wariantach: typ 1 (brak produkcji przez organizm insuliny
spowodowany autoimmunologicznym procesem niszczagcym komorki beta wysepek
Langerhansa- struktury trzustki odpowiedzialne za produkcje tego hormonu), typ 2
(uodpornienie si¢ organizmu na dziatanie insuliny- insulinoopornos$¢), cukrzyca cigzowa
(zaburzenia hormonalne wystepujace W czasie cigzy, ktdre zazwyczaj przemijaja po
porodzie) oraz inne typy cukrzycy [3]. Cukrzyca prowadzi do rozwoju szeregu powiktan
np.: otyto$ci, chordb uktadu krgzenia, chorob uktadu nerwowego, nefropatii i retinopatii,
ktorych wystepowanie znacznie obniza jako$¢ zycia pacjentow | moze prowadzi¢ do
zgonu [4]. Statystycznie, co 6 sekund umiera osoba z powodu powiktan cukrzycowych
[5]. Dlatego tez zaré6wno wczesne wykrywanie choroby, jak idokladne zrozumienie
zmian w organizmie jest waznym aspektem majacym na celu poprawe efektow leczenia.
Spektroskopia ramanowska, zaliczana do kategorii spektroskopii wibracyjnej, opiera si¢
na efekcie elastycznego rozpraszania fotonow przez niektore czasteczki obecne
W prébcee. Przesunigcie energii rozproszonych fotondw zalezy od specyficznych wigzan
oddziatujacej czasteczki, dzigki czemu otrzymujemy molekularny ,,odcisk palca” [6].
Metoda ta od lat wykorzystywana jest z powodzeniem do analizy jakosciowej
i ilosciowej zwiazkow chemicznych oraz preparatow biologicznych, takich jak ptyny
ustrojowe czy tkanki. Dzigki temu, Ze jest to technika szybka i niedestrukcyjna jest ona
doskonata do badan post mortem tkanek zmienionych chorobowo oraz moze by¢ wyko-
rzystywana jako nieinwazyjna metoda diagnostyczna w badaniach przyzyciowych.

Cze$¢ eksperymentalna: w literaturze obecnych jest wiele publikacji naukowych
$wiadczacych o mozliwosci zastosowania spektroskopii Ramana w badaniach zwigza-
nych z problemem cukrzycy. Shao J. iin. [7] wykorzystali spektroskopi¢ Ramana
w badaniach in vivo st¢zenia glukozy we krwi myszy. Skupiajac wigzke lasera na krwi
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zawartej w naczyniach krwionoénych ucha otrzymali widma Ramana. w widmach
stwierdzono obecnos¢ pasm charakterystycznych dla glukozy (1125 cm™) i hemoglobiny
(1549 cm™). Stezenie hemoglobiny wykorzystano jako standard wewnetrzny a stosunek
pasm obecnych przy 1125 cm™ i 1549 cm™ wykorzystano do obliczenia stezenia glukozy
we krwi. w badaniach porownawczych zastosowano standardowy glukometr. Stwierdzo-
no wyrazna zalezno$¢ liniowa (wspotczynnik korelacji R>=0,91) miedzy intensywnoscia
Ramana a stezeniem glukozy we krwi. Wyniki pokazaty, ze metoda ta moze by¢ stoso-
wana do nieinwazyjnej, ilosciowej analizy stezenia glukozy we krwi in vivo. Pomiary te
okazaly si¢ bardzo doktadne, silnie liniowe i powtarzalne. Spektroskopi¢ Ramana mozna
rowniez wykorzysta¢ W badaniach zmian zachodzacych W organizmie. Kaminska
i wspotpracownicy [8] wykorzystali tg technike do identyfikacji zewnatrzkomorkowych
pecherzykow moczu (UEV) w celu klasyfikacji pacjentow z cukrzyca typu 2 W réznych
stanach przewlektej choroby nerek (PChN). Badano sktad czasteczkowy UEV. Do bada-
nia wlaczono pacjentdow z cukrzyca typu 2, U ktorych zdiagnozowano rézne stadia PChN
i zdrowych ochotnikow. W celu znalezienia réznic pomigdzy widmami pochodzacymi
Z obu grup zastosowano analize korelacji, wielokrotng regresj¢ liniowa i analize glow-
nych skladowych. Uzyskano dodatniag korelacj¢ migdzy pasmami pochodzacymi
z lipidow (1055-1070 cm ™', 1282-1305 cm ', 1429-1448 cm ™', 1710-1774 cm "), biatek
i lipidow (1115-1143 cm™") oraz $redniej szybkosci filtracji kigbuszkowej (eGFR), ktory
byt czynnikiem klasyfikacji grupowej. Otrzymano réwniez ujemng korelacje miedzy
pasmami pochodzacymi z biatek (tryptofan, 746-775 cm'; fenyloalanina, 998-1016 cm’
L amid 111, 1190-1270 cm™') i eGFR. Wyniki pokazujg, ze sktadniki biatkowe i lipidowe
obecne w UEV zmieniajg si¢ stopniowo wraz ze stadium PChN. Guevara E iin. [6]
opisali zastosowanie przeno$nej spektroskopii Ramana zbierajac widma réznych czesci
ciala (ptatek ucha, wewn¢trzna cze$¢ ramienia, paznokie¢ i zyta posrodkowa tokcia)
W celu rozréznienia mi¢dzy osobami z cukrzyca typu 2 a zdrowymi. Stosujac sztuczne
sieci neuronowe W celu rozr6znienia probek doktadnosé wynikoéw wyniosta 88,9-90,9%.
Mikrospektroskopia Ramana to technika sprzg¢gajaca ze soba dwie techniki optyczne -
spektrometri¢ Ramana z mikroskopia konfokalng. Technika ta umozliwia mapowanie
probek. Mapowanie to proces polegajacy na punktowym zbieraniu widm w ptaszczyznie
X-y, ktére nastepnie sg sktadane w calos¢ tworzac chemiczng mape dystrybucji danej
substancji. w przypadku techniki ramanowskiej poréwnuje si¢ obszary mapy pod wzgle-
dem intensywnosci danego pasma lub pola powierzchni pod danym pasmem. Metoda ta
zostata wykorzystana przez Kochan K. i in. [9] w badaniach zmian histopatologicznych
w profilu biochemicznym watroby W miazdzycy i cukrzycy. Zmapowane fragmenty
tkanek poréwnywane byly pod wzgledem pasma drgania rozciggajacego C-H (2800-
3020 cm™), pasma charakterystycznego dla lipidow (1240-1340 cm™) i pasma odpowia-
dajgcemu amidowi III (1215-1275 cm™). w przeprowadzonych badaniach zaobhserwowa-
no znaczace roéznice W zawarto$ci lipidow miedzy zdrowa watrobg a watroba myszy
z cukrzyca i Z miazdzyca. U myszy z cukrzycg zidentyfikowano bardziej zaawansowane
stluszczenie, powodujace powstawanie kropel lipidowych. Zawartos¢ lipidow
w miazdzycowej watrobie byla nizsza inie réznita si¢ znaczaco od tkanki zdrowej.
w tkance zdrowej nie stwierdzono stluszczenia i akumulacji lipidow. Pomimo znacznej
roznicy W zawarto$ci thuszczy w tkance zdrowej ichorej, nie stwierdzono zmiany
W stopniu nienasycenia kwasoéw tluszczowych. Ponadto, w probkach zdrowej watroby
stwierdzono obecno$¢ matych skupisk witaminy A. Wszystkie przytoczone wnioski
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wskazuja, ze mikrospektroskopia ramanowska pozwala wykry¢ zmiany zawartoéci lipi-
dow, hemoprotein i retinoidow towarzyszace sthuszczeniu watroby.

Whioski: Podsumowujac, spektroskopia ramanowska to skuteczna metoda w obszarze
badan nad cukrzyca. Moze ona znalez¢ miejsce w badaniach klinicznych w diagnozowa-
niu pacjentdéw chorych na cukrzyce, atakze przewidzie¢ powiklania tej choroby. Ze
wzgledu na swoje zalety, takie jak szybka analiza, minimalne lub brak przygotowania
probki, nieinwazyjnos¢, niski koszt badania, metoda ta ma znaczng przewage nad testa-
mi biochemicznymi.

Praca zostala sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki w ramach realizacji
projektu SONATA pt. ,,Synergia metod chemicznego obrazowania w modelu cu-
krzycy” (nr projektu: UMO-2020/39/D/ST4/01604).
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ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII FTIR
w BADANIU CUKRZYCY

A. KRYSKA!, M. JEDREK?, A. SROKA-BARTNICKA!, 'Uniwersytet Medyczny
w Lublinie, Wydziat Biomedyczny, Samodzielna Pracownia Spektroskopii i Obrazowa-
nia Chemicznego, Chodzki 4a, 20-093 Lublin, “Collegium Medicum Wydzial Medyczny
Uniwersytetu Kardynata Stefana Wyszynskiego, ul. Kazimierza Woycickiego 1/3,
01-938 Warszawa.

Abstrakt: Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (ang. Fourier trans-
form infrared spectroscopy — FTIR) jest technikg o wielu zastosowaniach biomedycz-
nych, wtym badania proceséw chorobowych na poziomie molekularnym. Jednym
Z najbardziej rozpowszechnionych obecnie probleméw zdrowotnych na $§wiecie jest
grupa chorob metabolicznych charakteryzujaca si¢ podwyzszonym poziomem glikemii
w dhuzszym okresie, potocznie znana jako cukrzyca. w niniejszej pracy przedstawiono
podstawowe informacje na temat tej jednostki chorobowej oraz przedstawiono mozliwe
zastosowania spektroskopii FTIR w badaniach nad cukrzyca.

Wprowadzenie: Cukrzyce uznaje si¢ za jedna z najczesciej wystepujacych chordb cywi-
lizacyjnych. Jest ona zaburzeniem metabolicznym, ktory charakteryzuje si¢ wysokim
poziomem glikemii. Dane z 2019 roku podaja liczbg 0séb zyjacych z cukrzyca na okoto
460 miliondéw i szacuje sig, ze liczba ta ma wzrosng¢ nawet do 580 milionow do 2030
roku. Wyréznia sie dwa najwazniejsze typy cukrzycy: typ i (Type 1 Diabetes Mellitus —
T1DM) oraz typ Il (Type 2 Diabetes Mellitus — T2DM). Najwazniejsze rdéznice miedzy
T1DM a T2DM przedstawiono w tabeli (tabela 1).

Tabela 1. Poréwnanie cukrzycy typu | i cukrzycy typu Il.

TiDM T2DM
Etiologia Autoimmunologiczne zniszcze- Insulinooporno$é¢
nie komorek
Objawy Wysoka glikemia, utrata wagi, Wysoka glikemia
kwasica ketonowa
Leczenie Zewnetrzne dawkowanie insuli- | Stosowanie odpowiedniej diety,
ny utrata wagi

Wysoki poziom krazacej glukozy we krwi powoduje zmiany W narzadach, prowadzac
tym samym do powiktan obnizajacych standard zycia pacjenta i zwigkszajac ryzyko
zgonu. z uwagi na szybki wzrost czestosci wystepowania tej choroby w populacji jest
ona niezmiennie przedmiotem badan nad patofizjologia, patobiochemia i mozliwo$ciami
leczenia [1-3]. Jedng z metod stosowanych w badaniu cukrzycy jest spektroskopia ab-
sorpcyjna wykorzystujaca podczerwien (infrared — IR). Spektroskopia w podczerwieni
jest szeroko wykorzystywana metoda w analizie jako$ciowej i ilosciowej substancji.
Polega na zjawisku oddzialywania materii z promieniowaniem elektromagnetycznym
poprzez emisje lub absorpcje kwantu $wiatta. w przypadku spektroskopii IR absorbowa-
ny kwant pochodzi z zakresu $wiatta podczerwonego, ktory dopasowany jest do réznicy
energii poziomoéw oscylacyjnych. Otrzymany w wyniku pomiaru interferogram podda-
wany jest transformacji Fouriera, dzigki czemu otrzymane zostaje widmo, wyrazone
w liczbach falowych. w spektroskopii IR wyrdznia si¢ takie techniki jak:
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e spektroskopia transmisyjna (ang. Transmission spectroscopy — TS)
o spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia (ang. attenuated total reflectan-
ce spectroscopy - ATR)
e spektroskopia rozproszonego odbicia (ang. diffuse reflection spectroscopy —
DRS)
e spektroskopia fotoakustyczna (ang. photoacoustic spectroscopy — PAS)
o refleksyjno-absorpcyjna spektroskopia w podczerwieni (ang. Infrared reflection
absorption spectroscopy — IRRAS)
e spektroskopia emisyjna w podczerwieni (ang. Infrared emision spectroscopy -
IRES)
Zaletg spektroskopii W podczerwieni jest to, ze probka nie wymaga wstepnego przygo-
towania. Charakteryzuje si¢ rOwniez tym, ze jest metoda szybka i niedestrukcyjna
a zatem probke mozna odzyskaé iwykorzysta¢ w dalszych analizach. Spektroskopia
moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana do analizy prébek biologicznych, z zacho-
waniem pewnych zasad ograniczajacych wplyw wody na wynik pomiaru [4-6]. Ze
wzgledu na zaburzenia metaboliczne W przebiegu cukrzycy, najczestsze jej powiklania
dotycza uktadow krazenia, wydalniczego oraz nerwowego. Sg to glownie zaburzenia
wynikajace Z uszkodzen drobnych naczyn krwionos$nych wskutek przedtuzajacej sig
hiperglikemii. Jednym z narazonych narzadow jest watroba, ktora jest glownym orga-
nem odpowiedzialnym za metabolizm bialek, lipidow i weglowodanow. Zmiany zacho-
dzace w watrobie nie sg glownym obszarem zainteresowan badan nad nast¢pstwami
cukrzycy, ale ze wzgledu na jej udziat w metabolizmie glukozy i glikogenu istotnym
problemem jest zbadanie zmian zachodzacych w przebiegu tej choroby. Watroba pozy-
skana od zwierzat laboratoryjnych jest bardzo dobrym materialem do badan nad cukrzy-
ca metodami spektroskopowymi. W zaleznosci od rodzaju przeprowadzanych badan,
probka moze zosta¢ zhomogenizowana, jak rowniez moga zosta¢ zmierzone jej poszcze-
golne fragmenty W postaci skrawkow mikroskopowych. Widmo probki zhomogenizo-
wanej bedzie przedstawia¢ usrednione informacje, nie korespondujac ze struktura che-
miczng poszczegdlnych czeéci przez co niektore informacje, jak na przykitad wpltyw
cukrzycy na histologiczng dystrybucje sktadnikow w watrobie, beda niedostgpne. Bada-
nia, ktore dotychczas przeprowadzono i opisano w literaturze jednoznacznie stwierdzity
obecnos¢ zmian strukturalnych w widmach badanych tkanek [7, 8]. Glowne zmiany
dotyczyty pasm odpowiadajacych biatkom oraz lipidom. Innym, rownie waznym narza-
dem, dotknietym zmianami wywolanymi cukrzyca sa migénie szkicletowe. Zrodlem
energii migéni jest dostarczana przez krew glukoza, a zatem zaburzenia w produkcji
insuliny przez trzustke negatywnie wptywaja na tkank¢ mig¢sniows. Przeprowadzono
badania spektroskopowe nad migsniem prostownikiem dtugim palcow (musculus exten-
sor digitorum longus) oraz mig$niem plaszczkowatym (musculus soleus) u szczuréw
chorych na cukrzyce, gdzie stwierdzono znaczne zmiany W strukturze i skladzie tych
mie$ni [9]. Podobnie jak w przypadku badan watroby, stwierdzono istotne zmiany
w zakresie lipidow, biatek, weglowodanow i fosfolipidéw, rowniez w ich strukturze
drugorzgdowej. W literaturze opisano réwniez badania spektroskopowe trombocytow
[10]. Wynikiem byly zmiany w strukturach biatek i lipidéw, co pokrywa si¢ z wynikami
badan przeprowadzonych na wczesniej wymienionych tkankach. w badaniach zaobser-
wowano przesuniecie pasma drgan rozciggajacych asymetrycznych CH,, €O sugeruje
zmniejszenie ptynno$ci membran trombocytéw osobnikow chorych.
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Cze$¢ eksperymentalna: Badania zostaly przeprowadzone na probkach pozyskanych od
szczurow Wistar. Zdrowe szczury stanowily probe kontrolng natomiast szczury, podda-
no wysokiej, jednorazowej dawce streptozotocyny stanowigc model cukrzycy typu L
Po dekapitacji pozyskano watroby, nastepnie zamrozone W cieklym azocie i pociete za
pomoca kriostatu (Leica CM 1950, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) na skrawki
0 grubosci 8 pm naniesione na szkietka mikroskopowe powleczone warstwa aluminium.
Widma zostaly zebrane w trybie transflekcji za pomoca spektrometru FTIR Nicolet 6700
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) sprzezonym z mikroskopem Continuum.
Widma rejestrowano w zakresie spektralnym 4000 — 650 cm™ o rozdzielczosci spektral-
nej 8 cm™. w celu uzyskania dobrego stosunku sygnatu do szumu, kazde widmo zebrano
za pomoca 120 skanoéw. Otrzymane widma zostaly znormalizowane do pasma amidu
i w celu przeprowadzenia analizy (rys. 1).

Kontrola

0,40

Cukrzyca typu |

0,30

0,20

Absorbancja

0,10

0,00:
4000 3750 3500 3250 3000 2750 1750 1500 1250 1000 750

Liczby falowe [cm']
Rys. 1. Widma probki kontrolnej oraz probki z wyindukowana cukrzyca typu L.

Wyniki: Analiza poréwnawcza usrednionych widm wykazata zmiany zachodzace
W watrobie W modelu cukrzycy. Najwicksze roznice mozna zaobserwowac w obszarach
3700 — 3300 cm™ oraz 1300 — 1000 cm™. Pasma te mozna przypisa¢ zakresom biatek
oraz lipidow. w obszarze 1300 — 1000 cm™ w obu prébkach pojawiaja si¢ pasma pocho-
dzace od fosfolipidow oraz glikogenu, roznigc si¢ od siebie intensywnoscia. Spadek
intensywnosci tych pasm zachodzi w przebiegu cukrzycy. Pojawienie si¢ dwoch pasm
przy £1050 cm™ oraz +1154 cm™ zazwyczaj $wiadczy o obecnosci mucyny, skladajacej
si¢ z glikozylowanych biatek. w przypadku osobnikow z cukrzyca, pasma te s3 mniej
intensywne niz W przypadku probki kontrolnej, co wynika z faktu, ze w przebiegu cu-
krzycy glikozylacja zachodzi wskutek dlugotrwatej hiperglikemii [6]. Pasmo przy
+1054 cm™ $wiadczy réwniez o obecnosci polisacharydow. w grupie badanej w stosun-
ku do kontrolnej w zakresie 3700-3000 cm™ widoczna jest wicksza intensywnos¢ absor-
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bancji pasma OH, wskazujagc na powstawanie kompleksow polisacharydowo-
biatkowych [11].

Whioski: Przeprowadzone badania wykazaly, ze spektroskopia w podczerwieni
z transformacjg Fouriera jest skuteczng metoda analizy zmian metabolicznych
W watrobie wywolanych cukrzyca. Metoda ta nie wymaga skomplikowanego procesu
przygotowania a pomiary sa szybkie, dostarczajac W sprzezeniu z obrazem mikroskopo-
wym istotnych informacji o chemicznej kompozycji tkanek w przebiegu choroby.

Praca zostala zrealizowana w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki, projekt
SONATA pt. ,,Synergia metod chemicznego obrazowania w modelu cukrzycy”
(nr projektu: UMO-2020/39/D/ST4/01604).
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WYKORZYSTANIE SPEKTROSKOPII RAMANA w ANALIZIE
TKANEK LODYGI RZEPAKU

A. KUBAS!, K. SUSNIAK"?, M. JEDREK"® 'Uniwersytet Medyczny w Lublinie,
Wydziat Biomedyczny, Samodzielna Pracownia Spektroskopii i Obrazowania Chemicz-
nego, ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin, 2UMCS, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra
Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, *Uniwersytet Kardynata
Stefana Wyszynskiego, Wydziat Medyczny, Collegium Medicum, ul. Kazimierza Woy-
cickiego 1/3, 01-938 Warszawa.

Abstrakt: Lodyga rzepaku jest bardzo rzadko oceniang ibadang czgsécia tej rosliny.
Posiada ona charakterystyczne cechy w budowie anatomicznej, w budowie morfologicz-
nej oraz w sktadzie chemicznym i wigzace si¢ Z tymi cechami whasciwosci. Wszystkie te
czynniki wptywaja zarowno na wytrzymato$¢ samej todygi, ale rowniez pomagaja usta-
li¢ ich wydajno$ci podczas roztwarzania i wytwarzania papieru. Spektroskopia Ramana
stanowi idealne narzedzie w analizie tkanek budujacych todyge tej rosliny uprawne;.

Wprowadzenie: Rzepak (Brassica napus) nalezy do rodziny Brassicaceae i jest mie-
szancem kapusty warzywnej (Brassica oleracea) i kapusty wlasciwej (Brassica rapa).
Najwieksze powierzchnie pod uprawe rzepaku znajdujg sie¢ w Chinach, zaraz za nimi
plasuja si¢ UE, Indie i Kanada. w Europie rzepak jest uprawiany przede wszystkim do
produkcji oleju roslinnego przeznaczonego do spozycia przez ludzi, a wtornie do pro-
dukcji paszy dla zwierzat, biooleju i biodiesla. Lodygi rzepaku stanowig zazwyczaj od-
pady rolnicze powstajace W znacznych ilosciach W wyniku jego uprawy. Osiagaja czesto
od 1 dol,5 m wysokosci, a ich $rednica waha si¢ migdzy 1-4 cm. Pozostawione na po-
lach ulegaja rozktadowi lub s3 spalane, co powoduje zaréwno trudnos$ci W usunigciu
odpadow jak i zwigzane z tym skazenie $rodowiska. Lodygi sg wykorzystywane gtownie
w ptodozmianie do zwickszenia zawarto$ci prochnicy w glebie oraz do inkorporacji,
unieruchamiania i przeksztatcania przyswajalnego azotu i siarki w stabilne formy orga-
niczne. Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ ligniny, celulozy i hemicelulozy w todygach
rzepaku, znalazty one zastosowanie W przemysle papierniczym. z kolei zdrewniate tody-
gi rzepaku moga by¢ cennym zrodtem materiatu lignocelulozowego z odpadowej stomy
rzepakowej. Moga by¢ one przeznaczone do produkcji kompozytow polimerow termo-
plastycznych sktadajacych si¢ polietylenu i polipropylenu. Badania todygi rzepaku doty-
cza przede wszystkim wiasciwosci | morfologii jej widkien oraz analizy iloSciowej kon-
kretnych struktur chemicznych w poszczegélnych jej cze$ciach w celu pordéwnania
Z innymi ro$linami. Taka analiza moze dostarczy¢ wielu danych pozwalajacych zmniej-
szy¢ produkcje papieru z widkien drzewnych i przejscie na surowce niedrzewne, ktore
stanowig tansza alternatywe. Widkna rzepakowe w stosunku do widkien drzewnych sa
bardziej niejednorodne. Zawieraja wiele rodzajow komorek o réznych rozmiarach
i ksztattach. Dzigki okre$leniu takich cech jak: dlugo$¢ wiokien, szerokos¢ wiokien,
grubo$¢ $cian komérkowych i $rednicy $§wiatla we wioknach, jesteémy W stanie porow-
na¢ te parametry do parametrow widkien innych roslin zarowno drzewnych jak
i niedrzewnych. Jest to idealne zrodto informacji, do okreslenia r6znych cech wytrzyma-
osci papieru. w przypadku okres§lania wpltywu dhugoséci widkien wiadomo, ze wraz ze
wzrostem dlugosci wiokna wzrastaja wlasciwosci rozdzierania papieru jednoczesnie
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powodujac tworzenie porowatej i mniej jednolitej struktury papieru. Szeroko$¢ i grubosé
$cian komorkowych to cechy, ktore decydujg o elastycznosci wtokna. Wtokna o grubych
$ciankach negatywnie wplywaja na wytrzymalo§¢ papieru na zginanie, pegkanie
i rozcigganie. Papier wytworzony z widkien grubo$ciennych bedzie masywny, o szorst-
kiej powierzchni ibedzie zawierat duza ilo$¢ pustych przestrzeni. Natomiast papier
z cienkosciennych wiokien bedzie dobrze uformowany i bedzie miat gestsza strukture.
Wozrost $rednicy §wiatla polepsza obrébke miazgi, tak aby uzyskata ona odpowiednie
wladciwoséci wymagane w procesie wytwarzania papieru. Istotnym elementem wptywa-
jacym na wiasciwosci todygi rzepaku jest cato$ciowy sktad chemiczny todygi, jak row-
niez rozmieszczenie roznych struktur chemicznych w odpowiednich jej czgsciach.
w jednym z badan podczas analizy chemicznej todyg rzepaku wykazano, ze celuloza,
lignina, holoceluloza i popiét wynosit odpowiednio 43,0%, 19,3%, 66,9% i7,3%.
w innym natomiast badaniu analiza chemiczna pozbawionych skory todyg rzepaku wy-
kazata, ze celuloza, lignina, holoceluloza, pentozan ipopidét wynosit odpowiednio
48,5%, 20%, 77,5%, 17% i 6,6%. Jednoczesnie okreslono w jakich ilosciach moga po-
jawiac sie poszczego6lne substancje chemiczne W todydze rzepaku: holoceluloza waha si¢
w granicach 70-75% (z a-celuloza 38-42%), zawarto$¢ ligniny 17-21%, zawarto$¢ po-
piotu 2-5% [1-3]. Celuloza ze wzgledu na wysoki stopien polimeryzacji i tworzenia
formy krystalicznej, zapewnia $cianom komérkowym wysoka sztywno$¢ i wytrzymatosé
na rozciaganie. Z kolei lignina powoduje, ze materiat lignocelulozowy ma wysoka od-
pornos¢ na $ciskanie, uzupetniajac przestrzenie pomigdzy tancuchami celulozowymi.
Oba sktadniki w odpowiednio wysokiej iloéci i wlasciwej proporcji stuzg jako czynniki
zwigkszajace sztywno$¢ i wytrzymatos¢ todyg rzepakowych na obcigzenia mechaniczne.
Celuloza nie wystepuje W drewnie W czystej postaci, ale jest zwigzana mechanicznie
i chemicznie mi¢dzy innymi z ligning oraz innymi we¢glowodanami towarzyszacymi np.
hemicelulozg. Czg¢é¢ frakcji hemicelulozy sktada si¢ z cukrow pigcioweglowych. Poli-
mery zawierajace te cukry okre$lane sa jako pentozany. Czasteczke, ktora jest potacze-
niem celulozy i hemicelulozy nazywamy holoceluloza. Czasteczki holocelulozy sa bar-
dzo dobrze zwigzane migdzy soba, gtownie dzigki czasteczkom pektynowym
i pentozanom. Wytrzymato$¢ holocelulozy jest czasami nawet wigksza niz celulozy
[4-5]. w spektroskopii Ramana w zalezno$ci od grup funkcyjnych, mozna spodziewaé
si¢ r6znych pasm okreslajacych substancje chemiczne. Przyktadem moze byé grupa
C=0 w aldehydach alifatycznych, ktora potwierdza obecnos¢ sktadnikow celulozowych
i hemicelulozowych. Réwniez grupa C-OH w trzeciorzedowym alkoholu wskazuje na
ich obecno$¢. Grupa metoksylowa (O-CHj) potwierdzataby obecnos¢ ligniny [6]. Za-
wartos$¢ ligniny bedzie si¢ rézni¢ w zaleznosci od tkanek stanowiac 27,1% w korku,
38,4% w tyku i 23,6% w ksylemie [6].

Cze$¢é eksperymentalna: Lodyga rzepaku zostala zamrozona w cieklym azocie,
a nastepnie pocieta na skrawki 30 pm w przekroju poprzecznym w temperaturze -20°C
przy uzyciu kriomikrotomu (Leica Biosystem, Wetzlar, Niemcy). Skrawki umieszczono
na szkietkach aluminiowych. Analiza todygi rzepaku z uzyciem spektrometru Ramana
zostaly przeprowadzone zuzyciem DXR Raman Microscope (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) wyposazonym W laser o dtugosci fali 780 nm i detektor CCD
(Sentech, Ebina, Kanagawa, Japonia). Obraz mikroskopowy zarejestrowano z wykorzy-
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staniem obiektywu 50x. Do zarejestrowania widm dla kazdego z punktéw pomiarowych
wykorzystano przestong 50-um pinhole.

Whyniki: Podczas analizy spektrometrycznej tkanek todygi rzepaku zarejestrowano
widmo usrednione, przedstawione na rys. 1. Stwierdzono obecno$¢ pasm dla konkret-
nych struktur chemicznych. Obecnos¢ grupy C=C w okolicy 1600 cm™ éwiadczy¢ moze
0 obecnosci pierécienia aromatycznego. Pik przy 1450 cm™ wskazywatby na obecno$é
grupy metoksylowej (O-CHs) charakterystycznej dla ligniny. Absorbancja przy 1380 cm’
! moze $wiadczyé o deformacjach C-OH w trzeciorzedowym alkoholu i wskazywa¢ ma
obecno$é celulozy i hemicelulozy. Grupa C-O-C przy 1100 cm™ réwniez moze pocho-
dzi¢ od celulozy. Pik przy 900 cm™ moze $wiadczyé o drganiach deformacyjnych
w grupie C-H grupy aromatycznej. Przeprowadzona analiza spektrometryczna potwier-
dzita zatem obecno$¢ sktadnikow celulozowych i hemicelulozowych w tkankach todygi
rzepaku.
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Rys. 1. Widmo $rednie todygi rzepaku.

Whioski: Spektroskopia Ramana jest doskonatym narzedziem do analizy tkanek todygi
rzepaku. Wykorzystujac analiz¢ spektralng stwierdzono obecno$¢ sktadnikow celulozo-
wych i hemicelulozowych w todydze.
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WPLYW WYBRANYCH PARAMETROW TECHNOLOGII
MCVD na DOMIESZKOWANIE SZKEA KRZEMIONKOWEGO
FLUOREM

M. GRZESIAK, M. MAKARA, K. POTURAJ, P. MERGO, UMCS, Instytut Nauk
Chemicznych, Wydziat Chemii, Pracownia Technologii Swiattowodow, Pl. Marii Skto-
dowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: w niniejszej pracy przedstawiono wyniki wstepnej optymalizacji domieszko-
wania szkta krzemionkowego fluorem przy uzyciu CCLF, (R-12). Zbadano wplyw wy-
branych parametrow technologii MCVD takich jak: stosunek R-12 do SiCl, oraz O, do
SiCl, na ilo$¢ wbudowanego do szkta fluoru. Tlo$¢ domieszki fluoru przedstawiono przy
uzyciu zmiany wspotczynnika zalamania §wiatta (An).

Whprowadzenie: Szkto krzemionkowe domieszkowane fluorem ma znaczacg role
w technologii §wiattowoddéw zaréwno klasycznych jak i specjalnych. Pierwotnie fluor
stosowano glownie ze wzgledu na jego zdolno$¢ do obnizania wspotczynnika zatamania
swiatla szkla krzemionkowego juz przy niewielkich st¢zeniach domieszki. Obecnie wia-
domo, ze domieszka fluoru oprocz wspomnianej wlasciwosci wptywa znacznie na takie
parametry szkla jak: lepko$¢, gestosé, temperaturg zeszklenia, czy tez zmniejszenie ab-
sorbcji w zakresie promieniowania UV [1]. Wykorzystujac wlasciwosci fluoru mozliwe
jest projektowanie Swiattowodow pod katem zastosowan zarowno telekomunikacyjnych
jak i specjalnych (np. czujniki). Szkto krzemionkowe domieszkowane fluorem mozna
otrzymywa¢ m.in. W procesie zol-zel oraz osadzania z fazy gazowej (CVD). Jedna
Z najpopularniejszych technik otrzymywania szkta krzemionkowego jest zmodyfikowa-
ne chemiczne osadzanie z fazy gazowej (MCVD). Reagenty wprowadza si¢ do wngtrza
rury ze szkta krzemionkowego, ktéra jest ogrzewana od zewnatrz za pomocg ruchomego
palnika H,/O, lub CH4/O,. Aby zapobiec odksztatcaniu si¢ rury oraz zapewni¢ rowno-
mierne osadzanie warstw szkla rura jest obracana ze stala predkoscig ok. 60 obr/min.
Jako substraty do wytwarzania szkla krzemionkowego oraz jego domieszek stosuje si¢
zwigzki chlorowcopodobne, gtownie SiCly, GeCly, POCI;, SOCI,, BCl; oraz O,. Jako
czynniki fluorujace szklo stosuje si¢ substancje takie jak: CClF, (R-12), C,ClsF; (R-
113), CF,, SFs, SiF4 [2]. Reagenty wprowadzone do rury ulegaja przereagowaniu W tzw.
strefie goracej (>1400°C) i wytworzeniu tzw. sadzy szklanej, ktora po opuszczeniu stre-
fy goracej dzigki zjawisku termoforezy ulega osadzeniu na wewnetrznych $ciankach
rury. Przesuwajacy si¢ we wspotpradzie do gazow palnik powoduje spiekanie (konsoli-
dacje) osadzonej warstwy sadzy szklanej. Po osadzeniu i konsolidacji odpowiedniej
ilosci warstw przeprowadza si¢ proces tzw. kolapsu, czyli zamykania rury pod wpltywem
podwyzszonej temperatury. Po zamknigciu rury otrzymuje si¢ gotowy pret szklany, czyli
tzw. preforme $wiattowodowa [3].

Cze$¢ eksperymentalna: Domieszkowanie szkla krzemionkowego przeprowadzono
z wykorzystaniem linii technologicznej MCVD. Warstwy szkla osadzano wewnatrz rury
ze szkla syntetycznego o $rednicy wewnetrznej 23 mm i $rednicy zewngtrznej 25 mm.
Rure ogrzewano palnikiem CH4/O, o statej predkosci przesuwu 100 mm/min. Osadzanie
warstw prowadzono w temperaturze ok. 1400°C. Temperatur¢ rury kontrolowano przy
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pomocy pirometru. Po osadzeniu odpowiedniej ilosci warstw rurg zamykano W procesie
kolapsu otrzymujgc koncowg preforme¢. Zawarto$¢ domieszki fluoru w otrzymanej pre-
formie wyznaczono poprzez pomiar rozktadu wspotczynnika zatamania §wiatta wykona-
nego w analizatorze preform P102 Preform Analyzer firmy York. Jako substraty uzyto
SiCly, CCI,F; (R-12) jako substancj¢ fluorujaca oraz O, jako nos$nik i reagent. Ponadto
stosowano dodatek gazu obojetnego (He). Stgzenia reagentow przedstawione zostaly
W postaci utamkéw molowych Xsics, Xr-12, Xo2- W kazdej z syntez zastosowano staly
przeptyw SiCl, = 159 ml/min. Parametry przeprowadzonych syntez przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Parametry przeprowadzonych syntez. X/X oznacza stosunek molowy/objgtosciowy reagentow.

# Syntezy Xr-12/Xsicua XoaolXsicia
1 0,4 13,24
2 0,63 13,24
3 0,63 4,40
4 1,00 4,40
5 1,00 3,14

Dla poznania mechanizmu syntezy szkla domieszkowanego fluorem przeprowadzono
obliczenia termodynamiczne w programie HSC Chemistry 10. Do obliczen uzyto danych
termodynamicznych dostepnych w bazie danych dotaczonej do oprogramowania.

Whyniki: Domieszkowanie szkta krzemionkowego fluorem w technologii MCVD, gdzie
wystepuja temperatury >1400°C mozna opisaé opierajgc si¢ na zatozeniu, ze reakcje
przebiegaja wedlug mechanizmowi rownowagi termodynamicznej. Pozwala to na sto-
sunkowo latwe projektowanie procesu domieszkowania, ktore przebiega w wyniku reak-
cji szkta krzemionkowego z czterofluorkiem krzemu wedtug reakeji (R1) [4]:
3 SiOZ(S) + SiF4(g) =4 SiOlysF(s) (Rl)
W przypadku technologii MCVD zmiang wspotczynnika zatamania §wiatta mozna obli-
czy¢ stosujac wzor (W1) [5]:
An = -0,42-[0,019-(Psie4)"?], (W1)
gdzie Ps;irs — ci$nienie czgstkowe SiF,.
W trakcie procesu wiadome jest, ze SiCly ulega utlenieniu do SiO, praktycznie w 100%.
Aby przeprowadzi¢ domieszkowanie wedlug rownania reakcji R1 nalezy dostarczy¢
bezposrednio do mieszaniny reakcyjnej SiF4 lub prekursor tej substancji np. CF4, SFs,
CClyF,. Wykorzystujac bezposrednio SiF, mozliwe jest uzyskanie An~ 0,008,
w przypadku innych substancji uzyskane wartoéci sa mniejsze co wynika z faktu two-
rzenia si¢ produktéw ubocznych w reakcji prekursora z SiCl, (R2):
SiClyg) + 2 Oy + 2 CClyF () = SiFyg) + 4 Clyg + 2 COyy (R2)
Ze wzgledu na wyzej wymieniong reakcj¢, stosowanie prekursorow zmniejsza ilosé
powstajacego SiO, zgodnie ze wzorem (W2) [6]:
osioz = 1-f/4-(Xil Xsicia), (W2)
gdzie f — liczba atomow fluoru w prekursorze, X¢— utamek molowy prekursora.
Dodatkowo nalezy wzia¢ pod uwagge tworzenie si¢ produktow ubocznych powodujacych
trawienie szkta tj. SiFsCl, SiFCls, SiF,Cl, itd. Ze wzgledu na znikome iloéci wigkszosci
z tych substancji, najbardziej istotng jest tylko SiFsCl, ktory wystepuje w ilosci kilku
procent w stosunku do SiF,. Reakcja trawienia szkta przebiega wedtug reakcji (R3):
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SiOys) + 3 SiF4q) + 2 Cl, = 4 SiF,Cl + O, (R3)
Wyniki przeprowadzonych syntez przedstawione sa w tabeli 2.

Tabela 2. Eksperymentalnie wyznaczone zmiany wspotczynnika zatamania $wiatta w otrzymanych prefor-
mach §wiattowodowych. Teoretyczna An wyznaczono na podstawie wzoru W1 oraz obliczen termodynamicz-
nych. asio, — warto$¢ wyliczona ze wzoru W2.

# Synteza An - teoretyczna An'eﬁf:;ymen' | An| - roznica | asiop — teoretyczne
1 0,00268 0,00267 0,00001 0,80
2 0,00299 0,00304 0,00005 0,68
3 0,00368 0,00355 0,00013 0,68
4 0,00402 0,00399 0,00003 0,50
5 0,00421 0,00425 0,00004 0,50
a) b)
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Rys. 1. Wykresy przedstawiajace zalezno$¢ zmiany wspotczynnika zatamania §wiatta (An) od stosunku mo-
lowego R-12 do SiCl, dla réznych stosunkéw molowych O, do SiCl,: a) 13,24, b) 4,40. Linia ciagta przedsta-
wia wyniki obliczen teoretycznych.

a) Xo_/XSiCL d) X()w/XSi(‘l..
3 3
0,0028 _I 4" T T l? TT I? TT I1|0\ T I1|2I T 0,0038 CTTT I TTTT iSI TT I‘II.\ T ‘I4’I5I TT \5|I
0,0030 0,0039 44
0,0032 - 0,0040 - °
= - = .
5 00034 F #3 G 00041 F
- Y C
-0,0036 | —0,0042 |-
C E [ ] #5
-0,0038 | —0,0043 |-
_0{)()4{) :\IIIMII\IIIIII“IIII{IIJI _00044 :l 11 1 J 11 1 1 I L1 1 I 1
U065 07 075 08 085 09 T0,55 0,6 0,65 0,7
Xo, Xo,

89



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Rys. 2. Wykresy przedstawiajace zalezno$¢ zmiany wspétczynnika zatamania $wiatta (An) od stosunku mo-

lowego O, do SiCl, dla réznych stosunkéw molowych R-12 do SiCl,: a) 0,63, b) 1,00. Na wykresach umiesz-

czono dodatkowa o$ przedstawiajaca utamek molowy O,. Linia ciggla przedstawia wyniki obliczen teoretycz-
nych.

Rysunki 1 i 2 przedstawiaja teoretycznie obliczong zmiang wspotczynnika zalezno$ei od
wybranych stosunkéw molowych reagentow w korelacji z otrzymanymi wynikami eks-
perymentalnymi. Zaobserwowa¢ mozna wigksza zgodno$¢ danych eksperymentalnych
w stosunku do teoretycznych w przypadku syntez prowadzonych z wiekszym stosun-
kiem O, do SiCl,. wprzypadku preform otrzymanych przy stosunku molowym
R-12/SiCl, = 1,00 (#4, #5) widoczne sg mniejsze odstepstwa od teorii niz w przypadku
preformy #2 i #3.

Whioski: Otrzymano seri¢ 5 preform $wiattowodowych domieszkowanych fluorem.
Uzyskane wartosci An charakteryzuja si¢ nieznacznymi odstgpstwami od wartosci teore-
tycznych wyznaczonych na podstawie obliczen termodynamicznych. Znajomos¢ korela-
cji obliczen teoretycznych z danymi eksperymentalnymi pozwala na tatwe i szybkie
projektowanie profilu domieszki fluorowej w technologii §wiattowodow.
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OPTYMALIZACJA POLACZENIA TRWALEGO POMIEDZY
SWIATLOWODEM STANDARDOWYM
a SWIATLOWODEM MIKROSTRUKTURALNYM

M. JOZWICKI, P. MERGO, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w I,_ublinie, Insty-
tut Nauk Chemicznych, Wydzial Chemii, Pracownia Technologii Swiattowodow,
P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: W niniejszej pracy przedstawiono optymalizacje warunkoéw procesu statego
Tacznia (spawania) $wiattowodu standardowego (SMF) ze $wiattowodem mikrostruktu-
ralnym (rys.1) za pomocg spawarki $wiattowodowej wyposazonej W zarnik wolframo-
wy. Na podstawie analizy pomiaréw strat wykonanych za pomoca refraktometru OTDR
przeprowadzono ocen¢ jako$ci optycznej wykonanych polaczen statych.

B o wwg

Rys. 1. Swiattow6d mikrostrukturalny wyciagniety przez Pracownie Technologii Swiattowodow
UMCS.

Whprowadzenie: Obecnie projektowane oraz aktualnie dostepne $wiattowody mikro-
strukturalne posiadaja coraz to bardziej ztozona i skomplikowana strukture wewnetrzna.
Powoduje to problemy ze zoptymalizowanym potaczeniem ich ze swiattowodami stan-
dardowymi oraz aparatura nadawczo-odbiorcza zawierajaca W swojej budowie $wiatto-
wody standardowe. Przy potaczeniach $§wiattowodow standardowych najpopularniejsza
metodg wykonywania potaczen statych jest wykorzystanie taczenia termicznego (spawa-
nia) w tuku elektrycznym lub stosujac zarnik. Dla witdkien standardowych (SMF) zasto-
sowanie tej ostatniej metody powoduje wzrost strat jedynie o 0,02dB. Logicznym na-
stgpstwem jest wykorzystanie tej metody taczenia jako potaczenie swiattowodéw mikro-
strukturalnych ze $wiattowodami standardowymi. Struktura wewngtrzna §wiattowodow
mikrostrukturalnych zwigzana jest miedzy innymi z wystgpowaniem: otworéw po-
wietrznych czy tez obszarow o innym wspoétczynniku zatamania $wiatta. Zastosowanie
opracowanych i zoptymalizowanych aktualnie programéw spawania $§wiattowodow
standardowych sprawia ze W miejscu potaczenia struktura ta nie zostaje zachowana €O
powoduj¢ spore straty oraz zupelnie inng od zaktadanej propagacj¢ $wiatta. Skutkuje to
ze dany $wiattowdd nie spelnia zaktadanych parametrow. Dlatego konieczne okazuje si¢
by¢ opracowanie oraz optymalizacja nowych programéw kontrolujacych taczenie $wia-
tlowoddéw mikrostrukturalnych ze §wiattowodami standardowymi.
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Cze$¢ eksperymentalna: w ramach niniejszej pracy zostaly wykonane serie potaczen
statych na spawarce zarnikowej marki Vytran FFS2000 przy zastosowaniu zmiennych
parametrow takich jak: mocy zarnika, czasu dostarczania ciepta w miejsce wytwarzane-
go potaczenia oraz przesuniecie potozenia miejsca taczenia w czasie dostarczania cie-
pta. Zastosowane parametry pokazano W tabeli 1. Nastepnie przeprowadzono pomiary
thumienia miejsc potaczen statych przy zastosowaniu OTDR-u.

Tabela 1. Warto$ci parametrow wykorzystywanych w trakcie procesu taczenia statego.

Parametr Wartosci
Moc zarnika: 14,10W; 14,15W; 14,20W; 14,25W
Czas dostarczania ciepta: 4.4s; 4,5s; 4,65
Przesuniecie w trakcie dostarczania ciepta: 12,5um; 15,0 pm; 17,5 pm

Whyniki: Zdjecia wytworzonych potaczen stalych przedstawiono na rys. 2., rys. 4 oraz
rys. 7. Natomiast otrzymane wyniki pomiaréw tlumienia wytworzonych potaczen sta-
tych pomiedzy $wiattowodami standardowym a mikrostrukturalnym przeprowadzone
OTDR-em przedstawiono na rys. 3, rys. 5 oraz rys. 6.

a)i
R IR
———
C)E

d)
Rys. 2. Zdjecia wytworzonych potaczen statych przy mocy zarnika: a)14,10W; b)14,15W;
)14,20W; d)14,25W.
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Ttumienie [dB]

Dtugosé [m]

e 14,10W e 14,15W 14,20W 14,25W

Rys. 3. Wykres tlumienia miejsca potaczenia statlego przy zmianie mocy zarnika.
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Rys. 4. Zdjecia wytworzonych potaczen statych w réznym czasie dostarczania ciepta: a)4,4s;
b)4,5s; c)4,6s.
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188

Ttumienie [dB]
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Rys. 5. Wykres tlumienia miejsca potaczenia stalego przy zmianie czasu dostarczania ciepta.
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Ttumienie [dB]
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Rys. 6. Wykres tlumienia miejsca potaczenia stalego przy zmianie przesunigcia
w trakcie dostarczania ciepta.

Rys. 7. Zdjecia wytworzonych polaczen statych przy roznym przesunigciu W czasie dostarczania ciepta:
a)12,5um; b)15,0pum; ¢) 17,5um.

Whioski: Na podstawie uzyskanych wynikow okre$lono optymalne parametry procesu
wytwarzania zoptymalizowanych potaczen statych pomigdzy $wiattowodami standar-
dowych ze §wiattowodami mikrostrukturalnymi o strukturze pokazanej na rys.l. Para-

metry te to: moc zarnika 14,20W; czas dostarczania ciepla 4,5s; przesuniecie w trakcie
dostarczania ciepta 17,5um.

Literatura:

1.C. Zhang, Z. Zhang, J. Song, Ch. Wu, N. Song, Optical Fiber Technology 22 (2015) 102.
2. L. Xiao, W. Jin, M. S, Demokan, Optics Letters 32 (2007) 115.

94



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

WLASCIWOSCI TERMICZNE POLIMEROW
ZAWIERAJACYCH QD CdSe WYTWARZANE w WYSOKO
i NISKOWRZACYCH ROZPUSZCZALNIKACH
ORGANICZNYCH

A. KICZOR, P. MERGO, UMCS, Instytut Chemii, Pracownia Technologii Swiatlowo-
dow, PL. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Celem pracy byto porownanie wlasciwosci termicznych PMMA domieszko-
wanego kropkami kwantowymi. Wykonano synteze kropek kwantowych CdSe metoda
koloidalng w dwoch rozpuszczalnikach o réznej temperaturze wrzenia — oktadekanie
oraz heksanie. Otrzymane zwigzki dodano do mieszaniny polimeryzacyjnej i poddano
procesowi polimeryzacji. Otrzymane struktury wykorzystano do dalszych badan, m.in.
wykonano widma emisji oraz wykresy TG.

Wprowadzenie: Powszechne stosowanie $wiattowodow polimerowych jest niemozliwe
ze wzgledu na ich bardzo duze straty optyczne w porownaniu do §wiattowodow szkla-
nych. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ wytwarzanie polimerowych $wiatlowo-
dow aktywnych. Wzmacniaja one ostabiony sygnal optyczny. Aby ich praca byla naj-
bardziej efektywna konieczne jest uzycie domieszek, czyli odizolowanych od sieci poli-
merowej jondw lantanowcow lub zastosowanie kropek kwantowych. Kropki kwantowe
(QD) to nanokrysztaly potprzewodnikowe o wlasciwosciach posrednich migdzy pot-
przewodnikami a czastkami kwantowymi w rozmiarze 2- 10nm. Poprzez modyfikacje
sktadu i wielko$ci mozna otrzyma¢ luminescencje W pelnym zakresie widma, czyli od
UV (ultrafioletu) do IR (podczerwieni). Im mniejszy rozmiar nanoczastki, tym barwa
wyemitowanego §wiatla jest bardziej przesunigta W kierunku koloru niebieskiego, za§ im
wigksza, tym bardziej przesunigta w kierunku barwy czerwonej. Charakteryzuja si¢
wysokg wydajno$cig kwantowa, wyjatkowo waskimi pasmami emisji fotoluminescencji.
w poréwnaniu do standardowych barwnikéw organicznych posiadaja diugi czas zycia
fluorescencji, bardzo duzg stabilno$¢ oraz odporno$¢ na fotowybielanie. Ponadto, kropki
kwantowe w porownaniu do pozostatych sond optycznych sg znacznie bardziej odporne
na degradacj¢, co pozwala na ich wykorzystanie do obserwacji jak zachodza procesy
biologiczne w komorkach oraz jak oddzialujg z innymi molekutami. [1-4]

Cze$é eksperymentalna: Wykonano optymalizacje syntezy kropek kwantowych CdSe
w rozpuszczalniku organicznym o wysokiej temperaturze wrzenia— oktadekanie (temp.
wrzenia 317°C). Otrzymane zwigzki dodano w czasie prepolimeryzacji do metakrylanu
metylu, wymieszano i wygrzewano w celu dokoniczenia procesu polimeryzacji. Otrzy-
mane struktury charakteryzowaly si¢ bardzo duza luminescencja. Analogicznie wykona-
no kropki kwantowe przy uzyciu rozpuszczalnika lekkiego- heksanu o temperaturze
wrzenia 69°C. w czasie procesu polimeryzacji doszto do silnego wrzenia rozpuszczalni-
ka wewnatrz polimeru, W wyniku czego powstata struktura posiadata wiele pgcherzykow
powietrza oraz nierownomierng powierzchni¢. Bylto to spowodowane niedostatecznym

95



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

odparowaniem rozpuszczalnika z powodu pominigcia procesu prepolimeryzacji. Wyko-
nano podobna synteze, jednak dodano kropki kwantowe CdSe w heksanie od razu do
mieszaniny polimeryzacyjnej.

Whyniki: Na rysunkach 1 i2 przedstawiono otrzymane preformy $wiattowodowe do-
mieszkowane kropkami kwantowymi. Na rysunku 1 pokazano poréwnanie preformy
zawierajacej samo PMMA oraz PMMA zawierajace dodatkowo kropki kwantowe
otrzymane przy uzyciu oktadekanu. Otrzymana preforma jest jednolita, nie wida¢ na niej
zadnych ubytkow i wad.

Rys.1. Preformy z PMMA oraz z PMMA domieszkowanym kropkami kwantowymi CdSe w oktadekanie
(pomaranczowa preforma).

Rysunek 2a i 2b zawiera prefomeg $wiattowodowa z kropkami kwantowymi otrzymany-
mi z dodatkiem heksanu jako rozpuszczalnika organicznego.

Rys. 2. Preformy z PMMA domieszkowane kropkami kwantowymi CdSe w heksanie a) preforma z dodanymi
QD po procesie prepolimeryzacji, b) preforma z QD dodanymi do mieszaniny polimeryzacyjne;j.

Widma luminescencji kropek kwantowych wygladem przypominajag widma atomowe.
Posiadaja waskie pasma emisji o okreslonej energii zaleznej od wielkosci kropki kwan-
towej. Analiza widm emisyjnych i absorpcyjnych pokazata, ze w zaleznoéci od uzytego
rozpuszczalnika widma sa odpowiednio przesunigte ku innym dtugo$ciom fali. [rys. 3]
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Rys. 3. Widma emisji otrzymanych probek.

Wykonano wykresy TG dla otrzymanych probek. Preforma zawierajaca kropki kwanto-
we otrzymane w oktadekanie charakteryzuje si¢ znacznie wickszg stabilno$cia termicz-

ng. [rys.4]

40 w0 [ w0 "0 140 w W 20 E ] W w 150 7 wa | W o 0
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Rys. 4. Poréwnanie wykreséw TG dla preform zawierajacych kropki kwantowe w a) heksanie nr 1
i oktadekanie oraz b) heksanie nr 2 i oktadekanie.

Whioski: Celem pracy bylo porownanie wtasciwosci termicznych preform $wiattowo-
dowych domieszkowanych kropkami kwantowymi CdSe otrzymanych przy uzyciu roz-
puszczalnika wysokowrzacego (oktadekanu o temp. wrzenia 317°C) oraz niskowrzacego
(heksanu o temp. wrzenia 69°C). Dzigki wykorzystaniu koloidalnej metody syntezy
powstale kropki kwantowe charakteryzowaly si¢ bardzo matymi rozmiarami (rz¢du
kilku nanometrow). Otrzymane struktury wykazywaty bardzo silng luminescencjg.
W przypadku obu rozpuszczalnikéw otrzymane widma spetnialy zamierzony cel i byly
W pehni satysfakcjonujace. Nalezy zauwazy¢ rdznice W wygladzie otrzymanych preform.
Preforma otrzymana przy uzyciu PMMA z kropkami kwantowymi rozpuszczonymi
W heksanie dodanymi po procesie prepolimeryzacji zawiera bardzo duze pecherzyki
powietrza. Sytuacja ta jest spowodowana niedostatecznym odparowaniem rozpuszczal-
nika (heksanu). Proces polimeryzacji jest prowadzony w wyzszej temperaturze niz 69°C,
co spowodowalo wrzenie rozpuszczalnika. Preforma z QD dodanymi do mieszaniny
polimeryzacyjnej zawiera mniej pgcherzy, poniewaz znaczna czg¢$¢ rozpuszczalnika
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odparowata. Takiego problemu nie ma przy preformie zawierajacej oktadekan i moze
ona W przysztosci postuzy¢ do zastosowan czujnikowych.
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OPTYMALIZACJA POLACZENIA TRWALEGO POMIEDZY
SWIATLOWODEM STANDARDOWYM
a SWIATLOWODEM D-SHAPE

W. JOZWICKA, M. JOZWICKI, P. MERGO, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie, Instytut Nauk Chemicznych, Wydziat Chemii, Pracownia
Technologii Swiattowodow, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: W niniejszej pracy przedstawiono optymalizacje warunkéw procesu statego
acznia $wiattowodu standardowego (SMF) ze $wiattowodem d-shape przy zastosowaniu
spawarki zarnikowej. Oceng jako$ci potaczen dokonano na podstawie analizy wynikéw
wytrzymato$ci mechanicznej wytworzonych potaczen. Pomiary wytrzymatosci mecha-
nicznej przeprowadzono poprzez pomiar sity rozciggania potaczen statych do momentu
ich przerwania.

Woprowadzenie: Wigkszos$¢ prac nad optymalizacjag metod wytwarzania polaczen sta-
tych pomigdzy $wiattowodami standardowymi a $wiattowodami specjalnymi w tym
swiattowodoéw d-shape (rys. 1) koncentruje sie na zminimalizowaniu strat optycznych
polaczenia. Spowodowane jest to faktem stosowania odpowiedniej ostonki termokurcz-
liwej w miejscu potaczenia po jego wykonaniu. Ostonka gwarantuje zwickszenie wy-
trzymatosci mechanicznej miejsca taczenia, ale w niektorych przypadkach jest nie moz-
liwe jej zastosowanie. Po pierwsze w niektorych czujnikach $wiattowodowych o bardzo
matych wymiarach, zastosowanie duzych ostonek powoduje zerwanie wiokien, jesli ich
wytrzymato$¢ jest niewystarczajaca. Po drugie niejednokrotnie nie ma mozliwosci ich
zastosowania ze wzgledu na niedopasowanie konstrukcyjne. Technika wytwarzania
polaczen statych sklada si¢ z dwoch proceséw. Pierwszym jest precyzyjne obcigcie
swiattowodow, drugim jest dostarczenie odpowiedniej ilosci ciepta w miejsce potaczenia
powodujace migknigcie szkla krzemionkowego powstanie potaczenia stalego pomigdzy
swiattowodami (Rys. 2). Zastosowanie spawarki zarnikowej pozwala na odpowiedni
dobor kilku parametréw procesu ktore znaczaco wplywaja na wytrzymatos¢ mechanicz-
ng wytwarzanych potaczen. Optymalizowanymi W pracy parametrami byty: moc zarnika
oraz czas dostarczania ciepta W miejsce potaczenia.

€ |

Rys. 1. Zdjecie po lewej stronie: swiattowod standardowy. Zdjecie po prawej stronie: $wiattowod
d-shape.
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Rys. 2. Zdjgcie po lewej stronie: odpowiednio obcigtego swiattowodu przed procesem taczenia ze
swiattowodem d-shape. Zdjecie po prawej stronie: miejsce potaczenia $wiattowodu standardowego ze swiatto-
wodem d-shape.

Cze$¢ eksperymentalna: W ramach ponizszej pracy zostaly wykonane serie potaczen
stalych na spawarce zarnikowej marki Vytran FFS2000 przy zastosowaniu zmiennych
parametrow: mocy zarnika (15 W; 16 W; 17 W; 18 W; 19 W), czasu dostarczania ciepta
W miejsce wytwarzanego potaczenia (2 s; 2,25 s; 2,5 °s; 2,75 s; 3,25 s). Nastepnie prze-
prowadzono pomiary wytrzymatosci na sity rozciggania wytworzonych potaczen statych
do chwili przerwania potaczenia statego. Pomiary przeprowadzono przy uzyciu zrywarki
Zwick Roell 2.5 przystosowanej do pomiaré6w wytrzymatosci §wiattowodow.

Wyniki: W tabeli 1 oraz na rys. 3 przedstawiono otrzymane wyniki pomiarow wytrzy-
mato$ci mechanicznej potaczen statych wytworzonych przy zmianach parametrow mocy
zarnika, natomiast w tabeli 2 oraz na rys.4 przedstawiono wyniki przy zmianach czasu
trwania dostarczania ilo$ci ciepta W miejsce potaczenia stalego.

Tabela 1. Wytrzymato$¢ mechaniczna potaczen statych wytworzonych przy réznej mocy zarnika.

Warto$¢ mocy podczas proce- | Sifa przy ktorej nastapito prze- Srednia sita przy ktérej nastapito
su faczenia statego [W] rwanie polaczenia statego [N] przerwanie potaczenia statego [N]

15 5,70 4,97
3,99
6,00
4,18
16 514 5,43
7,19
4,62
6,96
3,26
17 4,90 5,46
4,84
6,75
6,82
3,99
18 6,12 5,19
4,97
4,63
3,44
6,78
19 4,12 4,61
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Rys. 3. Wykres $redniej wytrzymato$ci mechanicznej potaczen statych wytworzonych przy réznej mocy

zarnika.

Tabela 2. Wytrzymato$¢ mechaniczna potaczen stalych wytworzonych przy réznym czasie dostarczania ciepta

W miejsce potaczenia.

Czas trwania procesu tgczenia
statego [s]

Sita przy ktorej nastapito prze-
rwanie pofaczenia statego [N]

Srednia sita przy ktérej nastapito
przerwanie potaczenia statego [N]

2,00

3,78

2,39

3,55

2,21

3,53

3,09

2,25

4,90

4,84

6,75

6,82

3,99

5,46

2,50

8,70

8,95

7,63

6,24

7,25

7,75

2,75

5,05

4,10

4,81

6,11

5,43

5,10
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Rys. 4. Wykres $redniej wytrzymatosci mechanicznej potaczen statych powstatych przy réznym czasie dostar-

Whioski: Na podstawie uzyskanych wynikow okreslono optymalne parametry procesu
wytwarzania potaczen statych pomigdzy $wiattowodami standardowych ze $wiatlowo-
dami d-shape. Te parametry to: moc zarnika 17 w oraz czas trwania procesu dostarczania

ciepla 2,5 s.
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WPLYW RODZAJU DOMIESZKOWANEGO JONU na WLA-
SCIWOSCI WLOKIEN POLIANILINOWYCH oraz PARAMETRY
ANALITYCZNE ELEKTROD JONOSELEKTYWNYCH

K. PIETRZAK!, C. WARDAK!', S. MALINOWSKI? 'UMCS, Wydziat Chemii,
Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej, Pl. Marii Sklodowskie;j-
Curie 3, 20-031 Lublin, “Politechnika Lubelska, Wydziat Budownictwa i Architektury,
Katedra Geotechniki, ul. Nadbystrzycka 40, 20-618 Lublin.

Abstrakt: Zbadano wykorzystanie modyfikowanych wtokien polianilinowych domiesz-
kowanych jonami chlorkowymi i azotanowymi(V) jako statego kontaktu w elektrodach
jonoselektywnych czutych na jony azotanowe(V). Otrzymano czujniki o bliskim teore-
tycznemu nachyleniu krzywej Kalibracyjnej iniskich granicach wykrywalnosci
(3,16x107 mol L™), odporne na zmiany potencjalu redoks roztworu probki, $wiatho
i obecno$¢ gazow, tj. O, oraz CO,. Elektrody z powodzeniem zastosowano do oznacze-
nia zawarto$ci jonow azotanowych(V) w probkach wod naturalnych.

Wprowadzenie: Elektrody jonoselektywne (ISEs) ze stalym kontaktem ze wzgledu na pro-
stote ich obshugi, stosunkowo niskie koszty aparatury i eksploatacji oraz szybko$¢ wykony-
wania pomiardow cieszg si¢ niestabnacg popularnoscig [1, 2]. Naukowcy wcigz daza do po-
prawy parametrow analitycznych uzyskiwanych czujnikow, co jest mozliwe zarowno dzigki
syntezie nowych substancji aktywnych oraz optymalizacji sktadu membrany jonoselektyw-
nej, jak iwykorzystaniu nowych materiatbw majacych pehli¢ role stalego kontaktu.
w konstrukcji ISEs staly kontakt moga stanowia materialy charakteryzujace si¢ przewodnic-
twem zar6wno jonowym, jak i elektronowym, ktoére umieszczone pomiedzy materialem
elektrody i warstwa membrany pehia funkcje przetwornika jon-elektron migdzy materiatami
o roznym przewodnictwie [3]. W roli statego kontaktu najczgsciej wykorzystuje si¢ roznego
rodzaju nanomaterialy, z ktérych najpopularniejsza grupe stanowia nanomaterialy weglowe
[4]. Otrzymuje si¢ materiaty o réznych parametrach zaréwno fizycznych, jak i chemicznych,
ktore w tym celu poddawane si¢ roznym modyfikacjom. W pracy zsyntezowano nanowtokna
polianilinowe, ktore zmodyfikowane zostaty jonami chlorkowymi iazotanowymi(V),
a nastgpnie wykorzystane do konstrukcji ISEs czutych na jony azotanowe(V) [5].

Cze$¢ eksperymentalna: Zsyntezowano nanowtokna polianilinowe, ktore zmodyfiko-
wane zostaty jonami chlorkowymi i azotanowymi(V) (PANINFs-CI i PANINFs-NO3),
a nastgpnie wykorzystane jako staty kontakt do konstrukcji ISEs. Otrzymane nanowtok-
na zbadano, m.in. wykonujac ich zdjecia technika skaningowej mikroskopii elektrono-
wej (Rys. 1). Nanowlokna zastosowano jako odrebng warstwe posredniag (nakroplenie
15 ul 0,01 g/ml NFs w THF) oraz jako dodatkowy sktadnik membrany jonoselektywnej
(2% wagowych NFs). Dla porownania skonstruowano réwniez elektrody niemodyfiko-
wane, w ktorych nie stosowano nanowtokien w zadnej kombinacji. Sporzadzono dwa
rodzaje membran: podstawowa (62% wag. plastyfikatora eteru nitrofenylooktylowego
(NPQOE), 32% wag. polichlorku winylu (PVC), 6% wag. azotanu tridodecylometyloamo-
niowego (TDMANO3;), ktora wykorzystano do elektrod zaréwno niemodyfikowanych
(GCE/ISM), jak i z warstwg posrednia (GCE/PANINFs/ISM) oraz zawierajagcg nano-
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wlokna jako dodatkowy sktadnik (60% wag. NPOE, 32% wag. PVC, 6% wag. TDMA-
NOgz, 2% wag. PANINFs) (GCE/(ISM+PANINFs). Pierwszym etapem byto odpowied-
nie przygotowanie powierzchni elektrod z wegla szklistego poprzez ich wypolerowanie
tlenkiem glinu, optukanie woda destylowang oraz odtluszczenie za pomocg THF. Na-
stepnie na suchg powierzchni¢ elektrody nakraplano 3-krotnie po 50 pl mieszanki mem-
branowej w odstepie kazdorazowo 30 minut. w przypadku elektrod z warstwa posrednia
— najpierw nakroplono zawiesing nanowtokien, a po odparowaniu rozpuszczalnika mie-
szanke membranowa. Po calkowitym wyschnigciu elektrody zanurzono w roztworze
kondycjonujacym — 1x10° mol L™ KNO;.

INFs-NOs.

Pomiary potencjometryczne wykonywano dla ogniwa sktadajacego si¢ z badanych elek-
trod jonoselektywnych oraz elektrody Ag/AgCl (Metrohm 6.0750.100) jako elektrody
referencyjnej w roztworach mieszanych za pomoca mieszadla magnetycznego. Do
otrzymywania i zbierania danych pomiarowych wykorzystano analizator potencjome-
tryczny Lawson Labs. potgczony z komputerem.

Wyniki: W celu okreslenia podstawowych parametrow analitycznych elektrod wykona-
no pomiary do krzywych kalibracyjnych w roztworach soli jonu gléwnego (KNOjz)
w zakresie stezeni 1x107 — 1x10" mol L™ (rys. 2). Zauwazono rozszerzenie zakresu
liniowosci modyfikowanych elektrod wzgledem elektrody niemodyfikowanej, szczeg6l-
nie w przypadku elektrod z PANINFs-CI.

a b
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mV
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—e— GCE/SM
—&— GCE/(ISM+PANINFs-NO,)
—¥— GCE/PANINFs-NO/ISM
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—k— GCE/(ISM+PANINFs-Cl)
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Rys. 2. Krzywe kalibracyjne elektrod azotanowych z: a) PANINFs-CI, b) PANINFs-NOs.
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Uzyskane nachylenie krzywej charakterystyki, granice wykrywalnosci oraz zakresy
liniowosci dla wszystkich opisywanych elektrod zestawiono w tabeli 1. Badano réwniez
stabilno$¢ potencjatu badanych elektrod mierzac ich potencjat w czasie 3 godzin
i wyznaczajac dryft potencjalu. Innym badanym parametrem byta odwracalno$¢ poten-
cjatu, wyznaczona z kilku pomiarow potencjatu elektrod na przemian w roztworach
KNO; o stezeniu 1x10° mol L™ i 1x10* mol L™ Miara odwracalnosci potencjatu jest
warto$¢ odchylenia standardowego (SD) od $redniej wartosci potencjalu (SEM,)

w probee o danym stezeniu (tabela 1).

Tabela 1. Warto$ci wybranych parametréw analitycznych elektrod.

. Granica wy- N Dryft SEM+SD

Elektroda Nzx{\/%zrlle, krywalnosci, Zak riesnllITOL_l potencja- | (1x10™ mol L™,

mol LT | WoseLmo hu,mV/s mv
GCE/ISM 55,8 4,010 1x10°-1x10" 47 486,1+£2,4
GCE/(ISM+PANINFs-CI) 56,2 3,6x107 | 1x10°-1x10" 13 439,9+0,5
GCE/PANINFs-CI/ISM 56,8 3,2x107 1x10°-1x10* 0,5 346,4+0,3
GCE/(ISM+PANINFs- 57,5 1,5x10% | 5x10°-1x10™ 1,1 545,7+0,4
NO3)

GCE/PANINFs-NO4/ISM 57,8 1,1x10% | 5x10°-1x10? 0,8 504,4+0,1

Ponadto zbadano rowniez wrazliwo$¢ czujnikdw na zmiany zewngtrznych warunkow
pomiarowych: potencjatu redoks roztworéw probki oraz $wiatto i obecno$¢ gazow (rys.
3). wzadnym z przypadkéw nie odnotowano znaczacych zmian potencjatu elektrod

mogacych wynikac¢ z ich wrazliwosci na badane czynniki.
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Rys. 3. Pomiary potencjatu elektrod w zmiennych warunkach: a) oswietlenia, b) obecnosci tlenu w roztworze.

Stwierdzono zatem, ze sa one odporne na zmienne warunki srodowiskowe i przystapiono
do badania prébek naturalnych — wody pitnej, rzecznej gruntowej. Otrzymane wyniki

zebrano w tabeli 2.
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Tabela 2. Wyniki oznaczania zawarto$ci azotanéw(V) W probkach wod naturalnych metoda potencjometrycz-
ng z zastosowaniem badanych elektrod jonoselektywnych.

Elektroda Oznaczona zawarto$¢ jondw azotanowych(V), mg L™

Woda pitna Woda rzeczna Woda gruntowa
GCE/PANINFs-Cl/ISM 5,33+0,01 16,20+0,02 23,22+0,03
GCE/PANINFs-NOy/ISM 5,31+0,02 16,11+0,05 23,20+0,03

Whioski: Z powodzeniem zastosowano zsyntezowane nanowldkna polianilinowe do-
mieszkowane zaréwno jonami chlorkowymi, jak i azotanowymi(V) w konstrukcji azota-
nowych elektrod jonoselektywnych ze stalym kontaktem. Lepsze nieznacznie wartosci
parametrow analitycznych otrzymano dla PANINFs-Cl. Wptyw na to mogt mie¢ rozmiar
nanowtokien, gdyz na podstawie zdje¢ SEM zauwazono, ze PANINFs-Cl charakteryzo-
waly si¢ mniejszymi rozmiarami niz PANINFs-NOj;. Otrzymane czujniki wykazywatly
szeroki zakres pomiarowy, niska granice wykrywalno$ci oraz lepsza stabilno$¢
i odwracalnos$¢ potencjatu. Byly one tez odporne na zmiany czynnikéw zewngtrznych,
takich jak $wiatto czy obecnos¢ gazoéw w roztworze. Z powodzeniem zastosowano je do
zbadania roznych probek wod pod katem zawartosci azotandw (V).
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ASPEKTY ANALITYCZNE ILOSCIOWEGO OZNACZANIA
ZWIAZKOW PER- i POLIFLUOROALKILOWYCH - WAZNYCH
ZANIECZYSZCZEN SRODOWISKOWYCH

A. KRZYSZCZAK'? B. CZECH!, I. SADOK?, 'UMCS, Wydziat Chemii, Instytut
Nauk Chemicznych, Katedra Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, Pl. Marii Curie-
Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin, ’KUL, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Inter-
dyscyplinarne Centrum Badan Naukowych, Konstantynéw 1J, 20-708 Lublin.

Abstrakt: Zwiazki per- i polifluoroalkilowe nalezg do stosunkowo nowej grupy zanie-
czyszczen S$rodowiskowych, co nie powinno umniejsza¢ poswigcanej im uwagi.
Co wiecej, ze wzgledu na ograniczong ilo§¢ badan dotyczacych ich biodostepnosci,
wystepowania W srodowisku, jak rowniez mobilnosci i skutkow ekspozycji organizmow
zywych na te substancje, a z drugiej strony bardzo szeroka ich aplikacja w przemysle,
powinny zwroci¢ szczegblng uwage. Stezenie zwigzkow per- i polifluoroalkilowych
powinno by¢ monitorowanie (szczegdlnie W probkach srodowiskowych, zywnosci) ze
wzgledu na ich toksyczne dziatanie wobec organizmoéw zywych. Jednakze, oznaczenie
ilosciowe tej klasy zwigzkow jest wyzwaniem nawet dla dosSwiadczonego analityka ze
wzgledu na ich niskie poziomy stezen W probkach rzeczywistych i mozliwos¢ kontami-
nacji probki na réznych etapach analizy. w komunikacie przedstawiono charakterystyke
zwiazkow per- i polifluoroalkilowych oraz oméwiono gtéwne problemy analityczne ich
ilosciowych oznaczen metodg chromatografii cieczowe;.

Whprowadzenie: Zwiazki per- i polifluoroalkilowe (z ang. per- and polyfluoroalkyl
substances, PFAS) zbudowane sa z faficucha weglowego (o roznej dtugosci), w ktorym
przynajmniej jeden (w przypadku polifluoroalkilowych kwasow) lub wszystkie (w przy-
padku perfluoroalkilowych kwaséw) atomy wodoru przytaczone do weglowego tancu-
cha sa zastgpione atomami fluoru [1]. Ponadto mogg zawiera¢ grupe karboksylowa lub
sulfonowa dotaczona do terminalnej cze$ci tancucha weglowego (perfluoroalkilowe
kwasy karboksylowe (z ang. perfluoroalkyl carboxylic acids, PFCAS) lub perfluoroalki-
lowe kwasy sulfonowe (z ang. perfluoroalkyl sulfonic acids, PFSASs) [1] (Tab. 1). Innym
sposobem klasyfikacji jest podzial uwzgledniajacy liczbe atomow wegla w tancuchu, tj.
zwiazki z dlugim tancuchem weglowym (PFCAs>8 atomow wegla; PFSAs>6 atomow
wegla) i z krotkim tancuchem weglowym (PFCAs<7 atomow C; PFSAs<5 atoméw C)
[2]. Wigzanie C-F jest najsilniejszym kowalencyjnym wigzaniem znanym w chemii
organicznej, stad PFAS sa stabilne termicznie. Ponadto omawiana grupa zwiazkow cha-
rakteryzuje si¢ zarowno hydrofobowoscig oraz lipofobowoscia. Wraz ze wzrostem ilosci
atoméw fluoru oraz wzrostem dlugosci tancucha weglowego, PFAS staja si¢ bardziej
obojetne chemicznie [3]. PFAS stanowig duza grupe substancji (ok. 4700 zwigzkow)
wykorzystywanych niemal we wszystkich galeziach przemyshu. Ze wzgledu na trwatos¢
i stabilno$¢ tych zwigzkow (lub produktéw ich degradacji) w warunkach $rodowisko-
wych, jak réwniez niecatkowite rozpoznanie skutko6w narazenia organizméw zywych na
dziatanie tych substancji (ekspozycja krotkotrwata oraz dlugotrwata), stanowia one za-
grozenie zarowno dla Srodowiska, ludzi oraz zwierzat, aich aplikacja przemyslowa
powinna zosta¢ ograniczona. Stopien bioakumulacji PFAS wzrasta wraz ze wzrostem
dtugosci tancucha weglowego, a PFSAs wykazuja wigksze zdolnosci do bioakumulacji
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niz PFCAs o tej samej liczbie atomoéw wegla [4]. Przyklady reprezentantow tej klasy
toksyn $rodowiskowych zamieszczono w Tabeli 1. w niektorych krajach (USA, Niemcy,
Australia) poziom zawarto$ci PFAS w wodach pitnych podlega $cistym regulacjom [5].

Tabela 1. Przyklady zwigzkow per- i polifluoroalkilowych.

Nazwa PFAS Skrot | Wzor strukturalny CAS Masa czasteczkowa
[g/mol]

Kwas perfluorobutanowy PFBA CsF,COOH 375-22-4 214,039
Kwas perfluoropentanowy PFPeA C4FsCOOH 2706-90-3 264,047
Kwas perfluoroheksanowy PFHXA| CsF;;COOH 307-24-4 314,054
Kwas perfluorooktanowy PFOA C;F1sCOOH 335-67-1 414,07

Kwas perfluorobytanosulfonowy | PFBS C4FySO3H 375-73-5 300,095
Kwas perfluoropentanosulfonowy | PFPeS CsF1:SO3H 2706-91-4 350,102
Kwas perfluoroheksanosulfonowy | PFHxXS CgF13S05H 355-46-4 400,11

Kwas perfluorooktanosulfonowy | PFOS CgF17SOsH 1763-23-1 500,13

PFAS sa bardzo szeroko wykorzystywane W przemysle m.in. do impregnacji tkanin,
galwanizacji, produkcji amunicji, plastiku, gumy, wyrobow wiokienniczych, produktow
higieny osobistej, kosmetykoéw, obrobki drewna [6]. Sa réwniez wykorzystywane
W przemysle samolotowym, chemicznym, elektronicznym, spozywczym, jadrowym,
naftowym, gazowym, farmaceutycznym, fotograficznym, poiprzewodnikow, w biotech-
nologii, budownictwie, gornictwie, energetyce. PFAS sa sktadnikami pian przeciwpoza-
rowych, lin wspinaczkowych, strun gitarowych, sztucznej murawy, ptynow hamulco-
wych i hydraulicznych, przewodow, srodkoéw powierzchniowo czynnych, $rodkéw od-
straszajacych owady, powlok, farb, lakieréw [6,7]. PFOS zostat wpisany na liste Trwa-
tych Zanieczyszczen Organicznych [8]. Zanieczyszczenie srodowiska zwigzkami per-i
polifluoroalkilowymi jest glowng przyczyna skazenia zywnosci, ktorej spozycie stanowi
zagrozenie zdrowotne dla konsumentéw. Ryby, owoce morza, owoce iich przetwory,
mieso i produkty miesne stanowig potencjalne zrodta ekspozycji ludzi na PFAS. Zwigzki
te moga rowniez migrowa¢ do zywnos$ci Z opakowan i przyborow kuchennych. PFAS sg
toksyczne dla organizméw zywych. Zgodnie z danymi literaturowymi, maja zwigzek
z zaburzeniami funkcjonowania uktadu immunologicznego oraz tarczycy, jak réwniez
indukujg choroby watroby, nerek oraz choroby nowotworowe, powoduja rozregulowanie
gospodarki lipidowej i weglowodanowej oraz wptywaja szkodliwie na rozrodczos¢
i rozwoj ptodu [9,10] (rys. 1). PFAS sg absorbowane w organizmie ludzkim po doust-
nym spozyciu i wydalane wraz z moczem. Zwiazki te nie sg metabolizowane, a ich ste-
zenie W ludzkich tkankach i surowicy krwi jest na poziomie ng/mL [3]. PFAS o dlugim
tancuchu weglowym akumuluja si¢ W watrobie [3].
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Rys. 1. Wptyw zwigzkéw per- i polifluoroalkilowych na organizm ludzki [8].

Analiza chromatograficzna PFAS jest sporym wyzwaniem analitycznym zwazywszy na
ich bardzo niskie poziomy stezen W probkach rzeczywistych (rzedu ok. ng/kg). Ekspe-
rymenty wymagajg szczegdlnego podejscia, ze wzgledu na mozliwe zrodia strat anali-
tow, jak rowniez kontaminacji probki. Przyczyng zanieczyszczenia badanego materiatu
moze by¢ kurz laboratoryjny, odczynniki/rozpuszczalniki, elementy aparatury chroma-
tograficznej wykonanej z PTFE (politetrafluoroetylen), akcesoria laboratoryjne (np.
plastiki, saczki z membrang PTFE, septy w nakretkach do fiolek chromatograficznych).
Dodatkowo Zrodtami strat moze by¢ sorpcja analitow na szkle. Dlatego w celu uzyskania
rzetelnych i wiarygodnych wynikéw nalezy wymienié¢ czgsci aparatury chromatograficz-
nej wykonanej z PTFE na PEEK (polieteroeteroketon) lub stali, zastosowaé¢ kolumne
opo6zniajaca, ptukac iglte chromatograficzng po nastrzyku probki, kontrolowaé czystos$é
rozpuszczalnikow, stosowaé materiaty laboratoryjne wykonane z PP (polipropylen) lub
HDPE (polietylen o duzej gestosci). Przyktadem strat na saczku strzykawkowym sa
wyniki eksperymentu polegajacego na zbadaniu odzysku czterech analitow (PFOA,
PFOS, PFBA i PFHXA) w roztworach przed i po przesaczeniu przez saczek nylonowy
oraz wykonany z PP. Odzyski czterech zwiazkow po przesaczeniu przez saczek PP mie-
Scity sie w zakresie 98,4%-102,8%, natomiast uzycie sgczka nylonowego spowodowato
znaczny spadek stezenia analitow (odzyski w zakresie 3,1%-78,8%) (rys. 2). Oznaczenie
prowadzono z wykorzystaniem ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej
z detektorem mas typu pojedynczy kwadrupol pracujac w polaryzacji ujemnej (ESI-)
w trybie SIM (z ang. Single lon Monitoring). Rozdziat uzyskano na kolumnie Zorbax
Eclipse Plus C18 z wykorzystaniem fazy ruchomej skladajacej si¢ z fazy wodnej
(5 mmol/L HCOONHy,) i organicznej (acetonitryl). W przypadku probek o skompliko-
wanej matrycy, zalecana jest ekstrakcja analitéw (np. ekstrakcja do fazy stalej (z ang.
Solid-Phase Extraction, SPE)) przed wiasciwa analizg oraz stosowanie wzorcow znako-
wanych izotopowo, w celu uzyskania wysokiej doktadno$ci oznaczenia.
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Rys. 2. Wplyw rodzaju membrany W saczku strzykawkowym na odzyski poszczegdlnych PFAS.

Whioski: PFAS sa bardzo ciekawag, stosunkowo nowa grupg zwigzkéw. W zwigzku z ich
powszechnym uzyciem W przemysle, omawiane substancje mogg migrowac do srodowi-
ska z bardzo wielu Zrodet. z tego powodu ich stezenie W probkach srodowiskowych
powinno by¢ monitorowane. Dodatkowo, toksyczno$¢ tych zwiazkow jest juz potwier-
dzona naukowo, natomiast niewiele jest informacji na temat mechanizméw dziatania
toksycznego, czy tez zalezno$ci migdzy dzialaniem szkodliwym a plcia, wiekiem oraz
gatunkiem organizméw zywych.
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ZASTOSOWANIE TECHNIKI WYSOKOROZDZIELCZEJ
ATOMOWEJ SPEKTROMETRII ABSORPCYJNEJ
DO OZNACZANIA EUROPU

7. ARCISZEWSKA, B. GODLEWSKA-ZYLKIEWICZ, Uniwersytet w Biatymstoku,
Wydziat Chemii, Zaktad Chemii Analitycznej, ul. Ciotkowskiego 1K, 15-245 Biatystok.

Abstrakt: W pracy opracowano metode oznaczania europu technikg wysokorozdzielczej
atomowej spektrometrii absorpcyjnej z atomizacja w piecu grafitowym (HR CS GF
AAS) w wodach. Przeprowadzono optymalizacje warunkéow oznaczania Eu, w tym do-
bor programu temperaturowego i trybu pomiarowego. Przebadano kilka modyfikatorow
powierzchni rurki grafitowej. Na podstawie wynikow badan okreslono charakterystyke
opracowanej metody analitycznej.

Woprowadzenie: Lantanowce (Ln) charakteryzuja si¢ wieloma wyjatkowymi wtasciwo-
§ci fizycznymi i chemicznymi, takimi jak wysoka stabilno$¢ termiczna, wysokie prze-
wodnictwo elektryczne, silny magnetyzm i wysoki potysk. Wiasciwosci te sprawily, ze
sa one okres$lane mianem ,,witamin” wspotczesnego przemyshu, poczawszy od przemy-
stu motoryzacyjnego (stosowanie w akumulatorach do samochodow elektrycznych) po
przemyst energetyczny (panele stoneczne i turbiny wiatrowe). Ponadto stosowane sa
w rolnictwie jako nawozy i dodatki do pasz oraz w medycynie jako leki, §rodki wzmac-
niajace kontrast w diagnostyce obrazowej, a takze przy produkcji urzadzen diagnostycz-
nych [1,2].

Tak liczne zastosowania Ln zwickszyto §wiatowe zapotrzebowanie na te pierwiastki, co
w konsekwencji doprowadzito do wzrostu ich antropogenicznej emisji do srodowiska,
stwarzajgc zagrozenie dla srodowiska i zdrowia ludzi [3]. Wspélczesnie obserwowane sg
»antropogeniczne” anomalie Ln w roznych elementach $rodowiska (np. Gd w wodach
rzecznych [4]), co wskazuje, ze staly si¢ One nowo pojawiajacymi si¢ zanieczyszczenia-
mi. Ze wzgledu na wzrastajace stezenie Ln w $rodowisku oraz mozliwe dziatanie tok-
syczne na organizmy zywe zachodzi konieczno$¢ monitorowania ich zawarto$ci
w probkach $rodowiskowych. Poniewaz Ln wystgpuja w Srodowisku na niskich pozio-
mach stgzen, ich bezposrednie oznaczanie technikami spektrometrii atomowej jest nie-
zwykle trudne ze wzgledu na liczne interferencje spektralne i niespektralne wywotane
obecnoscia matrycy [5]. Najpowszechniej stosowang technika oznaczania lantanowcow
jest technika spektrometrii mas z plazma indukcyjnie sprze¢zona, jednak wystepuja W niej
liczne interferencje [5]. Czulg i tansza alternatywa tej techniki jest wysokorozdzielcza
atomowa spektrometria absorpcyjna z atomizacja w piecu grafitowym (HR CS GF
AAS). Jednym z ograniczen tej techniki jest mozliwos$¢ powstawania trwatych weglikow
oznaczanych pierwiastkow i silny efekt pamigci [6,7]. Wegliki lantanowcow powstajgce
w wyniku oddziatywania z powierzchnig pieca grafitowego, majg wysokie temperatury
topnienia, przez co catkowita atomizacja analitu jest bardzo trudna lub niemozliwa.
Migdzy innymi z tego wzgledu w literaturze mozna znalez¢ tylko jedng pracg opisujaca
0znaczanie wybranych lantanowcow, w tym Eu, w probkach wéd technika wysokoroz-
dzielczej atomowej spektrometrii absorpcyjnej z atomizacjg W ptomieniu [7]. Sposobem
na ograniczenie oddzialywania lantanowcow z powierzchnig rurki grafitowej jest jej

111



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

modyfikacja innymi metalami, np. tworzacymi trwalsze wegliki niz wegliki lantanow-
cow [8]. w grupie lantanowcow, europ zajmuje wyjatkowa pozycje. Wiele z jego wia-
sciwosci odbiega od liniowej zaleznosci od liczby atomowej, CO zwigzane jest
ztendencja tego pierwiastka do wystepowania na +II stopniu utlenienia.
W poréwnaniu do innych lantanowcow, Eu ma wyraznie nizsza gesto$¢, nizsza tempera-
tur¢ topnienia i wrzenia oraz inng strukture krystaliczng [9]. Wlasciwosci te sprawiaja,
ze Eu latwiej atomizuje niz pozostate lantanowce, a przez to mozliwe jest zastosowanie
techniki atomowej spektrometrii absorpcyjnej do oznaczania tego pierwiastka.
W niniejszej pracy przedstawiono opracowana metod¢ oznaczania europu technika HR
CS GF AAS.

Cze$¢ eksperymentalna: Roztwory wzorcow metali przygotowywano w 0,05 mol/L
HNO; stosujac odpowiednie rozcienczenia roztworow wzorcowych Eu (1000 mg/L,
Inorganic Ventures), Ba (1000 mg/L, Sigma-Aldrich), Multi REE (50 mg/L, Sigma-
Aldrich), Fe (1000 mg/L, Merck). CRM water 3 (CPAchem) zawierajacy Al, Sbh, As, Ba,
Be, Bi, B, Cd, Ca, Cr, Co, Cu, Fe, Pb, Li, Mg, Mn, Mo, Ni, P, K, Se, Si, Ag, Na, Sr, S,
TI, Ti, V, Zn w zakresie stezen 0,05 — 200 mg/L wzbogacono Eu 0 stgzeniu 50 ng/mL.
Do oznaczania europu zastosowano wysokorozdzielczy spektrometr absorpcji atomowej
ContrAA 700 firmy Analytik Jena (Niemcy) z elektrotermicznym atomizerem, autosam-
plerem AS-GF, detektorem CCD oraz wysokoci$nieniowa lampa ksenonowsg emitujaca
promieniowanie ciagte.

Tabela 1. Optymalne parametry aparaturowe stosowane podczas o0znaczania Eu technika HR CS GF AAS.

Parametr

Dlugosé fali 459,402 nm

Atomizer Rurka grafitowa z platforma (Analytic Jena,
Part No.: 407-A81.025)

Korekcja tla ,,with references”

Liczba pikseli 3

Objetos¢ dozowania | 20 ul

probki

Objetos¢ dozowania | 40 uL
modyfikatora
Program temperatu- | dozowanie i termiczne przygotowanie modyfikatora: 80°C/32 s,
rowy 90°C/25's, 110 °C/10's, 1100 °C/10 s

dozowanie probki: suszenie 80 °C/15 s, 90 °C/22 s, 110 °C/10
s; piroliza 1300°C/5 s; atomizacja 2650 °C/5 s

Whyniki: W celu optymalizacji programu temperaturowego sporzadzono roztwor wzor-
cowy Eu o stezeniu 50 ng/mL w 0,05 mol/L HNO;. Wplyw temperatury rozktadu ter-
micznego i atomizacji na warto$¢ absorbancji badano odpowiednio w zakresie 1200 —
2100°C i 2450 — 2700°C. Optymalizujac temperature rozktadu termicznego stosowano
stalg temperature atomizacji (2600°C), a przy optymalizacji temperatury atomizacji statg
temperature rozktadu termicznego (1300°C). Na podstawie otrzymanych krzywych roz-
ktadu termicznego i atomizacji wybrano optymalne temperatury rozktadu termicznego
i atomizacji, przedstawione w tabeli 1.

Ze wzgledu na to, ze Ln maja tendencj¢ do odziatywania z grafitem, sprawdzono wptyw
rodzaju i masy modyfikatorow powierzchni rurki grafitowej na sygnat atomizacji euro-
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pu. wtym celu do rurki grafitowej wprowadzano po 40 pL wodnych roztworéw Hf,
Y ilr o stezeniu 0,5 g/L i zarejestrowano sygnaty atomizacji Eu (Rysunek 1). Najnizsze
wartosci §lepej proby oraz najbardziej powtarzalne sygnaly atomizacji Eu (RSD = 3,6%)
uzyskano w obecnosci 20 pg Hf.

0,024

0,02 ¢z modyfikatora
0,016
0,012

0,008
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0,004

0

0 1 2 3 4 5

Czas, s

Rys. 1. Poréwnanie sygnatow atomizacji Eu (15 ng/mL, v =20 pL) z platformy pokrytej réznymi modyfikato-
rami chemicznymi (20 png).

W zwiazku z tym, ze W naturze lantanowce wystgpuja obok siebie, zbadano wplyw in-
nych lantanowcdéw na oznaczanie Eu technikg HR CS GF AAS. Zbadano rowniez
wplyw baru, ktéry jest gtéwnym interferentem podczas oznaczania Eu technikg ICP MS
oraz zelaza, ktory jest pierwiastkiem powszechnie wystepujacym W probkach $rodowi-
skowych. w tym celu przygotowano roztwor wzorcowy europu oraz roztwory zawierajg-
ce analit i badane metale towarzyszace w stosunkach wynoszacych 1:1, 1:10 i 1:100.
Zaobserwowano, ze W obecnosci innych lantanowcow i zelaza sygnal analityczny Eu
ulega podwyzszeniu o ok. 10 %, natomiast obecno$¢ baru w kazdym stosunku powoduje
podwyzszenie sygnatu Eu 0 18-25 %. Wyniki zestawiono na rysunku 2.

150,0 W Ba MultiLn  ® Fe Multi REE

100,0
50,0
00 11 1:10 1:100

Stosunek Eu:Me
Rys. 2. Wptyw metali na sygnat analityczny Eu (50 ng/mL) w 0,05 M HNOs. (Multi Ln — wzorzec zawieraja-
cy La, Ce, Nd, Gd, Dy; Multi REE- wzorzec zawierajacy Ce, Dy, Er, Eu, Gd, Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sm, Sc, Tb,
Tm, Yb, Y).

Wzgledny sygnat Eu, %

Kolejnym krokiem byto wyznaczenie charakterystyki metody analitycznej oznaczania
Eu w roztworach 0,05 mol/L HNO;. w tym celu zarejestrowano wartosci absorbancji
integralnej (Ain) roztworéw europu o stezeniach w zakresie 0-65 ng/mL. Wyznaczono
granice wykrywalno$ci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ) obliczone odpowiednio jako sto-
sunek trzech i dziesieciu odchylen standardowych absorbancji $lepej proby do nachyle-
nia krzywej kalibracyjnej. Wartosci LOD i LOQ otrzymane podczas badan na nowej
rurce grafitowej modyfikowanej Hf wynosity odpowiednio 0,21 i 0,69 ng/mL Wyzna-
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czono rowniez precyzje pomiaréw dla wzorca Eu o stezeniu 50 ng/mL, ktora wynosita
3,1 %. Oprogramowanie aparatu ContrAA 700 daje mozliwo$¢ poprawy czutosci ozna-
czen. Sprawdzono jaki wplyw na czuto$¢ oznaczen Eu oraz na wartos¢ LOD i LOQ ma
liczba pikseli, dla ktorych mierzona jest absorbancja integralna. w tym celu zbadano
zaleznos$¢ absorbancji od stezenia europu dla jednego, trzech, pigciu i siedmiu pikseli
(Rys. 3.). Najwyzsza czuto$¢ mozna uzyska¢ mierzac absorbancje dla siedmiu pikseli.
Najnizsze wartosci LOD i LOQ uzyskano mierzac przy trzech pikselach i wynosily one
odpowiednio 0,21 i 0,69 ng/mL, natomiast najwyzsze wartosci uzyskano mierzac przy
7 pikselach i wynosity one odpowiednio 0,26 i 0,88 ng/mL.

0,7000

@ 1 piksel
3 piksele
ol 0,6000 5 pikseli
© 0,5000 7 pikseli
oD
]
.S 0,4000
Ry
20,3000
©
£
9 0,2000
Ed
0,1000 >
......... L J R? =0,9975
0,0000 @itiiesees ®
0 10 20 30 40 50 60 70

Stezenie, ng/mL

Rys. 3. Wplyw liczby pikseli na czuto$¢ oznaczania Eu.

Opracowang metod¢ zastosowano do oznaczenia europu we wzbogaconych probkach
wody kranowej oraz certyfikowanego materiatu odniesienia CRM water 3 (CPAchem).
Probki wzbogacono europem o stezeniu 50 ng/mL. Doktadno$¢ opracowanej metody
oznaczania Eu wyrazona jako odzysk wynosi 106,70 + 1,54 % dla wody kranowej oraz
93,34 + 3,55 % dla CRM water 3.
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ZWIAZKI PRZECIWWIRUSOWE — WEASCIWOSCI,
ZASTOSOWANIE i ANALIZA z WYKORZYSTANIEM
TECHNIK WOLTAMPEROMETRYCZNYCH

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

Abstrakt: W niniejszej pracy przedstawiono podziat, wlasciwosci i zastosowanie lekow
przeciwwirusowych oraz metody ich oznaczania za pomocg technik woltamperome-
trycznych. Na podstawie przeprowadzonego przegladu literaturowego poréwnano para-
metry analityczne (zakres liniowy krzywej kalibracyjnej i granicg wykrywalnos$ci) ozna-
czen acyklowiru, fawipirawiru oraz walacyklowiru, w zaleznosci od zastosowanej elek-
trody pracujacej. Ponadto zebrano informacje o praktycznym zastosowaniu proponowa-
nych procedur woltamperometrycznych.

Wprowadzenie: Wirusami nazywamy czynniki zakazne, niezdolne do samoistnej egzy-
stencji, wykorzystujace do namnazania si¢ komorki gospodarza. Patogeny te nie posia-
dajg organelli komorkowych i nie sg zaliczane do organizméw zywych. Wirusy odpo-
wiadajg za wiele chorob zakaznych dotykajacych ludzko$¢ na calym $wiecie np.
opryszczke pospolita, rézyczke, $winke, ospe wietrzna, grype czy HIV. W zwiazku z ich
powszechnym wystepowaniem W przyrodzie, duza zarazliwoscig itatwoscia rozprze-
strzeniania si¢, sa duzym problemem réwniez we wspotczesnym swiecie. Remedium na
ten problem stanowig zwigzki przeciwwirusowe, ktore sa czgsto stosowanymi
w medycynie lekami. Dzieki swoim wlasciwosciom nie tylko pomagaja zwalczac infek-
cje wywolane przez wirusy, ale rowniez poprawiaja komfort zycia np. osobom chorym
na HIV. Leki przeciwwirusowe w zaleznoéci od rozpatrywanych wiasciwosci mozna
podzieli¢ na wiele sposob. w tabeli 1 przedstawiono podziat tych medykamentow, ze
wzgledu na mechanizm ich dziatania.

Tabela 1. Podstawowy podziat lekéw przeciwwirusowych ze wzgledu na mechanizm dzialania.

Typ lekow Mechanizm dzialania

Wiruicydy W sposéb bezposredni oddziatuja z wirusem, przyczyniajac si¢ do jego znisz-
czenia.

Leki antywirusowe |Wplywaja na zahamowanie replikacji wirusa juz na poziomie komoérkowym.

Immunomodulatory |Dziataja stymulujaco na system immunologiczny gospodarza i modyfikuja jego
odpowiedz odpornosciowa.

Leki przeciwwirusowe mozna rowniez podzieli¢ na: inhibitory polimerazy DNA, inhibi-
tory odwrotnej transkryptazy i inhibitory proteazy. Do pierwszej grupy zalicza si¢ np.
acyklovir — lek stosowany w przypadku zwalczania opryszczki pospolitej czy wirusa
ospy wietrznej. z kolei zalcytabina bedaca lekiem przeciwretrowirusowym jest przykla-
dem inhibitora odwrotnej transkryptazy. Przyktadem inhibitora proteazy jest ritonawir —
lek stosowany w leczeniu zakazenia HIV. Zwigzek ten posiada rowniez wiasciwosci
wzmacniajgce, W stosunku do innych lekow przeciwretrowirusowych. Podziatu lekow
przeciwwirusowych mozna rowniez dokona¢ ze wzgledu na budowa chemiczng danego
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zwigzku i jego specyficzne wlasciwosci. Klasyfikacje wedle tego kryterium zamieszczo-
no w tabeli 2.

Tabela 2. Podziat lekow przeciwwirusowych ze wzgledu na budowe chemiczng oraz wlasciwosci.

Typ lekéw Przyklady Zastosowanie

Inhibitory proteaz ritonavir, sakwinawir, indinawir Zapobieganie namnazaniu si¢
wirusa HIV w organizmie.

Analogi nukleozydéw  |acyklowir, walacyklowir, widarabina Leczenie wirusa opryszczki

i nukleotydéw HSV.
Nienukleozydowe inhibito- |newirapin, delawirdina, efawirenz, Zapobieganie namnazaniu si¢
ry odwrotnej transkryptazy wirusa HIV w organizmie.
Nukleozydowe inhibitory |zydowudyna, didanozyna, abakawir Zapobieganie namnazaniu si¢
odwrotnej transkryptazy wirusa HIV w organizmie.
Aminy cykliczne amantadyna, rimantadyna, tromantadyna |Leczenie grypy typu A.
Inne interferon, laktoferyna Leki przeciwwirusowe, prze-

ciwnowotworowe oraz pehiace
role uzupetniajaca.

Powszechne stosowanie lekow iich stosunkowo tatwa dostepnos¢ dla potencjalnego
odbiorcy przyczynily sie do zanieczyszczenia $rodowiska naturalnego. Prowadzone
obecnie badania wskazuja na obecnos¢ W zbiornikach wodnych réznych lekow oraz ich
metabolitow. Naprzeciw temu problemowi wychodza rézne metody analityczne, w tym
metody elektrochemiczne, pozwalajagce na monitorowanie stanu $rodowiska i umozli-
wiajace znalezienie Zrodet jego zanieczyszczenia.

Wyniki: W literaturze mozna znalez¢ prace [1-11], w ktorych podjeto probe wykorzy-
stania technik woltamperometrycznych do oznaczania lekow przeciwwirusowych takich
jak acyklowir, fawipirawir czy walacyklowir (rys. 1).

NH,

L I

X F N

HN N \[ \;EU\NH2
o7 NV N\ _

n=/ O\ _on N OH

Acyklowir Fawipirawir
o i
H5C o\
" NP\
=
H3C N 0

Walacyklowir
Rys. 1. Wzory strukturalne acyklowiru, fawipirawiru oraz walacyklowiru.
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Przyktady zastosowania woltamperometrii do oznaczania acyklowiru (ACY), fawipira-
wiru (FAW) oraz walacyklowiru (WAL) na r6znych elektrodach przedstawiono w tabeli
3. Jak mozna zauwazy¢, procedury charakteryzuja si¢ szerokimi zakresami liniowymi
krzywych kalibracyjnych, a granice wykrywalnosci (LOD) miesza si¢ w zakresie od
4,6 x 10" do 1,5 x 107 mol L™. Procedury zastosowano w analizie preparatow farma-
ceutycznych i ptynow ustrojowych.

Tabela 3. Przyktady oznaczen lekow przeciwwirusowych przy pomocy metod woltamperometrycznych.

Lek Elektroda Technika Zakres liniowy LOD Zastosowanie | Ref.
[mol/L] [mol/L]
ACY GC-MFE CAdSV | 8,9x10%-53x 107 | 1,87 x 10° |farmaceutyki | [1]
ACY C60/GCE DPAdSV | 9,0 x 10%-6,0 x 10° | 1,48 x 10® |farmaceutyki, | [2]
mocz iosocze
krwi
ACY | MWNTS/DHP/GCE | AdLSV | 8,0 x10%-1,0x10% | 3,0x10® |farmaceutyki | [3]
ACY Ag NPs/CdS DPAdSV | 1,0 x 10— 4,0 x10° | 3,3x10° |farmaceutki, | [4]
NWSs/RG/GCE 4,0 x10°-4,0 x 10° surowica krwi
ACY | DES/nano-NaOH/GCE | DPV | 3,0x10%-1,0x107 | 8,0x10° [|farmaceutki, | [5]
1,0x107-3,2 x10°® krew
ACY FTO glass SWV 4,0 x10°-4x10% | 1,25x10° |farmaceutyki | [6]
ACY | B-CDITiO, NPs/CPE DPV | 9,0x10%-2,98 x10® | 2,1x10® |surowica 7
2,98 x10°-4,76 x10°
FAW CPT-BDDE SWAdSV/| 6,4 x10%-6,4x107 | 1,8x10® |farmaceutki, | [8]
6,4x107-1,3x10* | 15x107 [mocz
FAW | Au@AgCSNPS/PEDOT| DPV 5,0 x10°-9 x107 4,6 x 10" |farmaceutki, | [9]
:PSS/IF-MWCNT/GCE 9x10°-1,95 x10° surowica
WAL rGO/GCE DPV | 1,1x10%-45x10° | 1,34x10° |farmaceutki, | [10]
surowica
WAL GCE DPV 4x10°-2x10* 1,04 x107  [surowica, [11]
SWV 4,60 x10® |sok zoladko-
wy

Objasnienie uzytych akronimow:

CAdSV - cykliczna adsorpcyjna woltamperometria stripingowa; DPAdSV — pulsowo-réznicowa adsorp-
cyjna woltamperometria stripingowa; AdLSV — adsorpcyjna woltamperometria stripingowa z liniowa
zmiang potencjalu; DPV — woltamperometria pulsowo-roznicowa; SWV — woltamperometria fali prosto-
katnej; SWAdSV — adsorpcyjna woltamperometria stripingowa fali prostokatnej; GC-MFE—- btonkowa
elektroda rtgciowa osadzona na elektrodzie z wegla szklistego; C60/GCE - elektroda z wegla szklistego
modyfikowana fulerenem C60; MWNTSs/DHP/GCE — elektroda z wegla szklistego modyfikowana wielo-
$ciennymi nanorurkami weglowymi i wodorofosforanem diheksadecylu; Ag NPs/CdS NWs/RG/GCE —
elektroda z wegla szklistego modyfikowana nanokompozytem ztozonym z nanoczaseczek srebra, nano-
drutoéw siarczku kadmu oraz zredukowanego tlenku grafenu; DES/nano-NaOH/GCE - elektroda z wegla
szklistego modyfikowana nanoprgtami NaOH oraz chlorkiem choliny glikolu etylenowego; FTO glass —
osadzona na szkle cynowa elektroda domieszkowana fluorem; 3-CD/TiO, NPs/CPE — pastowa elektroda
weglowa domieszkowana nanoczastkami tlenku tytanu oraz B-cyklodekstryna; CPT-BDDE — katodowo
kondycjonowana elektroda diamentowa domieszkowana borem; Au@AgCSNPs/PEDOT:PSS/F-
MWCNT/GCE - elektroda z wegla szklistego modyfikowana wielo§ciennymi nanorurkami weglowymi,
przewodzacym polimerem poli(3,4-etylenodioksytiofenem), sulfonianem polistyrenu oraz nanoczastkami
zlota i srebra typu rdzen-powloka; rGO/GCE — elektroda z wegla szklistego modyfikowana elektroche-
micznie zredukowanym tlenkiem grafenu; GCE — elektroda z wegla szklistego.
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Whioski: Opisane w literaturze [1-11] procedury woltamperometryczne charakteryzuja
si¢ miedzy innymi szerokimi zakresami liniowymi krzywych kalibracyjnych i niskimi
granicami wykrywalnosci. Znalazly one zastosowanie w analizie preparatow farmaceu-
tycznych i ptynéw ustrojowych. Niestety nie ma obecnie prac opisujgcych zastosowanie
procedur woltamperometrycznych w analizie zwigzkow przeciwwirusowych w probkach
srodowiskowych.

Literatura:
1. A. A. Castro, A. I. Perez Cordoves, P. A. Mardini Farias, Analytical Chemistry Insights 8 (2013) 21.
2. N. P. Shetti, S. J. Malode, S. T. Nandibewoor, Bioelectrochemistry 88 (2012) 76.
3. F. Wang, L. Chen, X. Chena, S. Hu, Analytica Chimica Acta 576 (2006) 17.
4. Z. Lotfi, M. Bagher Gholivand, M. Shamsipur, M. Mirzaei, Journal of Alloys and Compounds 903 (2022)
163912.
5. P. Seyed Dorrajia, L. Fotouhi, IEEE Sensors Journal 21 (2021) 1324.
6. F. Martinez-Rojas, M. A. Del Valle, M. Isaacs, G. Ramirez, F. Armijo, Electroanalysis 29 (2017) 2888.
7. G. Karim-Nezhad, Z. Khorablou, S. Mehdikhani, Electroanalysis 30 (2018) 2908.
. S. Allahverdiyeva, O. Yunusoglu, Y. Yardim, Z. Sentiirk, Analytica Chimica Acta 1159 (2021) 338418.
. M. Mehmandoust, Y. Khoshnavaz, M. Tuzen, N. Erk, Microchimica Acta 118 (2021) 434.
0. B. Adhikari, M. Govindhan, H. Schraft, A. Chen, Journal of Electroanalytical Chemistry 780 (2016) 241.
B.

8
9
1
11. B. Uslu, S. A. Ozkan, Z. Senturk, Analytica Chimica Acta 555 (2006) 341.

118



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

WOLTAMPEROMETRIA STRIPINGOWA z UZYCIEM
ELEKTRODY z WEGLA SZKLISTEGO JAKO NARZEDZIE
do OZNACZANIA SLADOWYCH STEZEN CERU

E. WLAZY.OWSKA, M. GRABARCZYK, UMCS, Wydzial Chemii, Instytut Nauk
Chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej, pl. Marii Curie-Sktodowskiej 3,
20-031 Lublin.

Abstrakt: Celem pracy bylo zoptymalizowanie parametrow tak, aby byla mozliwos¢
oznaczania $ladowych ilosci ceru metoda adsorpcyjnej woltamperometrii stripingowej z,
jak najlepsza doktadnoscig. Opisano analityczng procedur¢ oznaczania Ce(Ill) metoda
adsorpcyjnej woltamperometrii stripingowej (AdSV) przy wykorzystaniu wegla szklistego
jako elektrody pracujacej. Wybranym czynnikiem kompleksujacym byla Alizaryna o ste-
zeniu 50 pmol L. Potencjat iczas, w ktorym zachodzito nagromadzanie kompleksu
Ce(lll)-Alizaryna byly odpowiednio réwne -0,1 V i40 s. Odpowiednim pH buforu octa-
nowego, przy ktorym byty prowadzone pomiary wynosilo 5, a jego stgzenie odpowiednio
0,1 mol L™. Uzyskiwany sygnat w wyniku utlenienia Ce(III) do Ce(IV) byt rejestrowany
w zakresie potencjatu od 0,1 V do 1,0 V. Stosujac zoptymalizowane warunki, sporzadzono
krzywa kalibracyjna, ktora potwierdzita poprawnos¢ opracowanej procedury.

Wprowadzenie: Cer jest jednym z siedemnastu pierwiastkéw metali ziem rzadkich, ale
pomimo nazwy grupy, do ktérej nalezy wystepuje dos¢ obficie w skorupie ziemskiej,
gdzie stanowi okoto 0,0046% jej masy. Znajduje si¢ W 6 okresie i lezy w bloku f uktadu
okresowego. Omawiany pierwiastek wystepuje na dwoch stopniach utlenienia +III
i +IV. Wykazuje on wyjatkowa stabilno§¢ w Stanie czwartowarto§ciowym, W przeci-
wienstwie do innych lantanowcow, ktore wykazuja stabilnos¢ gldwnie na trzecim stop-
niu utlenienia. Dzigki tej wlasciwos$ci tatwo jest oddzieli¢ cer od pozostatych pierwiast-
kow ziem rzadkich poprzez utlenienie (utworzenie CeQ,), a nastepnie filtracj¢ o zmien-
nej rozpuszczalnosci [1,2]. Zwigzki ceru byly stosowane w lekach i §rodkach farmaceu-
tycznych juz w potowie XIX wieku. w 1854 roku po raz pierwszy podano, ze azotan
ceru tagodzi zaburzenia wymiotne. Szczawian ceru(Ill) podawano przez kolejnych kilka
dekad jako $rodek przeciwdziatajacy wymiotom w przypadku choroby morskiej oraz na
dolegliwosci zotadkowo-jelitowe i neurologiczne, zwlaszcza kobietom W cigzy. Zostat
zastgpiony przez meklizyng stosowang jako lek przeciwhistaminowy w latach 50 XX
wieku. Komercyjne zastosowania ceru sa liczne, najczeSciej stosuje si¢ go W postaci
miszmetalu w celach metalurgicznych. Miszmetal jest stopem pierwiastkow ziem rzad-
kich w roznie naturalnie wystgpujacych proporcjach. Zwiazki ceru sg stosowane rowniez
jako materiaty wyjsciowe do syntezy organicznej. Tlenek ceru(IV) jest wyjatkowo nie-
rozpuszczalny w wodzie i w rozcienczonym kwasie, jest powszechnie stosowany jako
materiat $cierny, proszek stuzgcy do polerowania lub szlifowania innych materiatow [2].
W literaturze zostato opisane wiele metod woltamperometrycznych do o0znaczania ceru.
Jedng z nich jest katodowa woltamperometria stripingowg (CSV) przy uzyciu elektrody
pracujacej na bazie tlenku indowo-cynowego (ITO). w etapie strippingu w CSV wyko-
rzystano woltamperometri¢ fali prostokatnej ze wzgledu na jej zdolno$¢ do minimalizo-
wania wptywu pradu pojemnosciowego na wynik pomiaru, osiggajac W ten sposob niskie
granice wykrywalnosci. Kluczowymi parametrami w metodzie CSV w celu uzyskania
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maksymalnej czuloécia sa potencjat i czas nagromadzania. Przy zastosowaniu elektrody
ITO potencjal nagromadzania nie moze przekracza¢ wartosci 2,0 V, poniewaz spowodo-
watoby to uszkodzenie elektrody. Czas nagromadzania ma znaczacy wptyw na oznaczanie
niskich stezen ceru. Przy dluzszych czasach nagromadzania coraz wigcej ceru osadza si¢
na powierzchni elektrody ITO, przez co wydtuzenie czasu nagromadzania zwigksza czu-
1oé¢, ale niestety obniza goérny zakres oznaczalnosci ze wzgledu na szybkie nasycenie
powierzchni elektrody przy wysokich st¢zeniach metalu [3]. Technike woltamperometrii
fali prostokatnej do oznaczania Ce(Ill) zastosowano réwniez, stosujac elektrode z pasty
weglowej zmodyfikowanej za pomoca polimeru z nadrukiem Ce(l11). Elektroda ta wykaza-
fa si¢ wysoka selektywnoscig wzgledem jonow Ce(III), gdyz jest silnie odporna na wptyw
interferencji jonéw lantanowcow, a takze innych jonow metali [4].

Cze$¢ eksperymentalna: Badania zostaly przeprowadzone przy uzyciu analizatora
elektrochemicznego ,,Autolab PGSTAT 10°’. Pomiary prowadzono w troj-
elektrodowym uktadzie, ktory skladal si¢ z elektrody pracujacej wykonanej z wegla
szklistego, chlorosrebrowej elektrody odniesienia oraz elektrody poroéwnawczej, ktora
byta elektroda platynowa. Powierzchnia elektrody pracujacej przed rozpoczgciem wyko-
nywania pomiardw byla odpowiednio przygotowywana poprzez wypolerowanie jej
z uzyciem pasty wykonanej z tlenku glinu, przeptukanie woda destylowang i umieszcze-
niem w taznie ultradzwigckowej na 30 s. Roztwor badany znajdowat si¢ w klasycznym
naczynku kwarcowym o pojemnosci 10 mL. Pomiary prowadzono w 0,1 mol L™ roztwo-
rze buforu octanowego o pH réwnym 5,0, zawierajacym 1x10° mol L™ Alizaryne oraz
odpowiednie stgzenie Ce(Ill). Procedura woltamperometryczna skladata sie¢
Z nastepujacych etapow:

1) Nagromadzanie na elektrodzie z wegla szklistego kompleksu Ce(IlI)-Alizaryna przy
potencjale -0,1 V, a czas, w ktorym to zachodzito byt réwny 40 s.

2) Po etapie nagromadzania sygnat rejestrowany byt w wyniku zmiany potencjatu elektro-
dy z wegla szklistego w zakresie od 0,1 V do 1,0 V, w tym czasie rejestrowany byt wol-
tamperogram, a obserwowany na nim pik pochodzit z utlenienia Ce(111) do Ce(IV). Wiel-
kos$¢ piku byta wprost proporcjonalna do stezenia jonow Ce(II) w roztworze. Po kazdym
przeprowadzonym pomiarze elektroda z wegla szklistego byla czyszczona elektroche-
micznie poprzez przytozenie do niej odpowiednio dodatniego potencjatu przez 10 s.

Wyniki: Optymalizacja sktadu elektrolitu podstawowego: Wptyw skladu elektrolitu
podstawowego na prad piku ceru wymagat odpowiedniego doboru, poniewaz to on za-
pewnia prawidlowe przewodnictwo elektrolityczne. Jako elektrolit wybrano bufor octa-
nowy o stezeniu 0,1 mol L™, dla ktorego zbadano wptyw pH na wielkos¢ piku odpowia-
dajacego stezeniu jondéw ceru W roztworze. Eksperymenty przeprowadzono w zakresie
pH od 3,5 do 5,5 stosujgc roztwor zawierajacy state stezenia Alizaryny 50 umol L™, oraz
stale stezenie jonow Ce(Ill) i stwierdzono, ze najlepszy sygnat uzyskano przy wartosci
5,0 i ta warto$¢ byta wykorzystana do dalszych pomiardw.

Nastepnym badanym parametrem byto stezenie buforu octanowego. Jego wplyw na
wielko$¢ sygnatu ceru zostal zbadany, stosujac roztwor o stalym stezeniu Ce(II)
i Alizaryny, podczas gdy stezenie bufory octanowego o pH=5 w naczynku pomiarowym
zmieniano w zakresie od 0,02 do 0,2 mol L. Natezenie pradu piku Ce(III) rosto wraz ze
zwigkszajacymi si¢ wartoSciami stezenia buforu, po czym nastgpito ustabilizowanie
warto$ci natezenia pradu piku przy stezeniu 0,1 mol L™, Nastepnie zauwazalny byt nie-
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znaczny spadek natezenia pradu piku przy stezeniach buforu wyzszych niz 0,15 mol L™,
Po analizie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze optymalne st¢zenie buforu octano-
wego wynosi 0,1 mol L. Aby oznaczy¢ jony Ce(IIl) metodg adsorpcyjnej woltampe-
rometrii stripingowej niezbedny jest czynnik kompleksujacy tworzacy z nimi elektro-
chemicznie aktywne kompleksy ulegajace efektywnemu nagromadzaniu na elektrodzie
z wegla szklistego. w zaproponowanej procedurze czynnikiem tym jest Alizaryna,
aproces zatezania zachodzi na elektrodzie pracujacej poprzez adsorpcje kompleksu
Ce(lll)-Alizaryna. Zbadano wpltywu stezenia czynnika kompleksujacego na wielko$é
pradu piku widocznego na woltamperogramie. Badania prowadzono dla roztworu zawie-
rajgcego stale stezenie jonow Ce(IIl), a nagromadzanie komplekséw prowadzono przy
potencjale -0,1 V w czasie 40 s. Badany roztwor miat objetos¢ 10 mL i zawierat oprocz
jonow Ce(III) state stezenie buforu octanowego (pH=5) rowne 0,1 mol L™ oraz zmienia-
jace si¢ stezenie Alizaryny. Analizujac otrzymane wyniki, mozna stwierdzi¢, ze prad
piku Ce(IIl) ro$nie wraz ze wzrostem st¢zenia Alizaryny. Maksymalny wzrost natgzenia
pradu zanotowany zostat dla stgzenia 50 pmol L™, przy wigkszych stezeniach zanotowa-
no spadek natezenia pradu piku dla jonow ceru.

Wplyw potencjalu nagromadzania: Warto$¢ potencjalu nagromadzania ma znaczacy
wplyw na czulo$¢ metody, co przektada si¢ na wartos$ci rejestrowanych pradéw. Poten-
cjat nagromadzania zmieniano w zakresie od -0,5 V do 0,3 V, z czestotliwo$cig co 0,1 V.
Dla kazdego potencjatu rejestrowano woltamperogram i mierzono wielko$¢ pradu piku
ceru. Natezenie pradu piku wzrastalo wraz ze wzrostem warto$ci potencjatu w Kierunku
wartosci bardziej dodatnich W przedziale potencjalu od -0,5 V do -0,1 V. Nastepnie
wystapil spadek natezenia pradu piku gdy, potencjal nagromadzania uzyskal warto$c¢
wyzsza niz 0 V. Optymalnym W tym przypadku potencjatem nagromadzania byta wigc
wartos¢ -0,1 V.

Wplyw czasu nagromadzania: Kolejnym waznym parametrem W adsorpcyjnej woltampe-
rometrii stripingowej jest czas nagromadzenia kompleksu Ce(l11)- Alizaryna na elektrodzie
pracujacej. Wplyw czasu nagromadzania badano W obecnosci 0,1 mol L™ buforu octano-
wego o pH réwnym 5, czynnika kompleksujacego o stezeniu 50 umol L™ Alizaryny
i statym stezeniu Ce(III). Potencjal nagromadzania byl staty i wynosit -0,1 V aczas na-
gromadzania zmieniano w zakresie od 0 do 70 s, co 10 s. Pik ceru rosot wraz ze wzrostem
czasu nagromadzania do momentu, gdy czas nagromadzania osiagnat 40 s, nastgpnie wraz
z wydhizeniem czasu nagromadzania prad piku ceru zaczynat nieznacznie malec.

Whioski: Stosujac adsorpcyjng woltamperometri¢ strippingowa z wykorzystaniem we-
gla szklistego jako elektrody pracujacej, udowodniono mozliwo$¢ oznaczania $ladowych
ilosci Ce(IIT) w roztworach. w celu osiagniecia optymalnych wynikéw pomiaréow szcze-
gotowo zbadano wplyw na woltamperometryczny sygnat Ce(Ill) pH i st¢zenia buforu
octanowego, stezenia czynnika kompleksujacego oraz parametry takie jak czas
i potencjal nagromadzania. Stwierdzono, ze najlepszymi parametrami umozliwiajacymi
uzyskanie stabilny i czuty sygnat byly: bufor octanowy o pH=5,0 i stezeniu 0,1 mol L™
oraz Alizaryna o stezeniu 50 pmol L™. Potencjat i czas nagromadzania byly odpowied-
nio réwne -0,1 V i 40 s. Stosujac zoptymalizowane warunki sporzadzono krzywa kali-
bracyjna, ktéra byta liniowa w zakresie stezen od 0,5 umol L™ do 4 pmol L™ Ce(l11)
a wspotczynnik korelacji wyniost 0,996.
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BADANIE ZAWARTOSCI KADMU w FOSFORYTACH do
PRODUKCJI EKSTRAKCYJNEGO KWASU FOSFOROWEGO

U. RYSZKO!, D. KOLODYNSKAZ, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz-Instytut Nowych
Syntez Chemicznych, Laboratorium Analityczne, Al. Tysiaclecia Panstwa Polskiego
13a, 24-110 Putawy, 2UMCS, Wydziat Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Zaktad
Chemii Nieorganicznej, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Kwas fosforowy(V) jest jednym z najwazniejszych potproduktow nieorga-
nicznego przemystu chemicznego. Produkowany jest dwoma metodami: ekstrakcyjna
oraz termiczng, jednak W przemysle czesciej stosowany jest si¢ proces mokry ze wzgle-
du na nizsze zapotrzebowanie na energie W poréwnaniu z procesem termicznym, a tym
samym wyzsza optacalno$¢ ekonomiczng. Ekstrakcyjny kwas fosforowy (EKF) otrzy-
mywany jest w procesie ekstrahowania surowcow fosforowych kwasem mineralnym,
najczesciej kwasem siarkowym(VI) iwykorzystywany jest glownie jako surowiec
W przemysle nawozowym do wytwarzania nawozow mineralnych zawierajacych fosfor.
EKF zawiera pewne ilo$ci zanieczyszczen, ktorych rodzaj uzalezniony jest od sktadu
chemicznego i wlasciwosci fizycznych surowca, rodzaju kwasu mineralnego uzytego do
roztworzenia skat fosforytowych oraz zastosowanej technologii [1-2]. Celem pracy byta
ocena zawartosci kadmu w fosforytach pochodzacych zréznych zt6z stosowanych
w produkcji ekstrakcyjnego kwasu fosforowego. Analiz¢ wykonano metoda optycznej
spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (ICP-OES).
Prowadzone badania dotyczyly ponadto optymalizacji parametrow pracy spektrometru
emisyjnego z uwzglednieniem matrycy analizowanych probek, probleméw kontroli
jakos$ci badan oraz wyznaczenia precyzji, doktadnosci i niepewnos$ci metody.

Wprowadzenie: Kadm wystgpuje naturalnie w sedymentacyjnych ztozach fosforytow
i jest obecny w kwasie fosforowym oraz w trakcie proceséw wzbogacania i zakwaszania
towarzyszacych produkcji nawozow fosforowych. Ilos¢ kadmu wprowadzanego do gleb
rolniczych przez nawozy fosforowe zaleza od dawki i czgstotliwoséci jego stosowania
oraz od zawartosci kadmu w nawozie. Nawozenie moze zwigkszy¢ ryzyko migracji
kadmu do tancucha pokarmowego, bezposrednio poprzez dodanie do gleby zanieczysz-
czonych nawozow fosforowych iposrednio na skutek zmian biodostepnosci kadmu
wywotywanymi przez te nawozy. Kadm raz wprowadzony do $rodowiska nie podlega
degradacji i pozostaje w ciagtym obiegu, stanowigc zagrozenie dla $rodowiska natural-
nego. Latwo$¢ pobierania kadmu przez rosliny z gleby jest zwigzana z ryzykiem bezpo-
sredniego wprowadzenia go do diety cztowieka. Dlatego wickszoé¢ krajow UE wprowa-
dzito wlasne przepisy ograniczajace ilos¢ kadmu, ktéory moze by¢ obecny W nawozach
fosforowych. Obecnie szacuje sig, ze $rednia zawarto$¢ kadmu w nawozach sprzedawa-
nych w UE jest na poziomie 32-45 mg Cd/kg P,Os. w Polsce zaleznie od surowca zawar-
to$¢ kadmu w nawozach fosforowych i wielosktadnikowych wynosi 30-60 mg Cd/kg
P,0s. Wedtug roznych szacunkow, planowany limit 60 mg Cd/kg P,Os moze wykluczy¢
z rynku okoto 10% obecnie sprzedawanych nawozéw, a wprowadzenie limitu 20 mg
Cd/kg P,0s moze spowodowaé¢ powazne zakldcenie rynku wspolnoty i wykluczy ok.
50% nawozow z rynku przy jednoczesnym wzroscie ich cen fosforowych o 10-15% [3].
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|y Srednio w UE
Si.. — 16,,  321mg Cd/kg PO

Fi..® v
Rys.1. Zawarto$¢ kadmu w nawozach fosforowych panstw Unii Europejskiej, mg Cd/ kg P,Os [3].

Czes$¢ eksperymentalna: Material badawczy stanowity 4 probki surowcow fosforyto-
wych F1, F2, F3 i F4 pochodzace z nastepujacych zt6z: Djebel Onk (region Tébessa,
Algier), Khunayfis (Syria), Negev (lzrael) i Bou Craa (Wschodnia Sahara, Maroko).
Fosforyty poddano procesowi mineralizacji mikrofalowej w systemie zamknigtym Mars
(CEM) w mieszaninie 65% HNOj; (Suprapur®, Merck Millipore) i 37% HCI (Suprapur®,
Merck Millipore) w stosunku obj. 3:1, tak aby temperatura narastata do 190°C i byta
utrzymywana przez 12 minut przy ci$nieniu maksymalnym 19,6 bar. Zastosowanie
HNO; i HCI w uktadzie zamknigtym zwigksza skuteczno$ci mineralizacji ze wzgledu na
wysokg mocC utleniajaca mieszaniny oraz wyzsze ci$nienie | temperature wytwarzane
wewnatrz naczynia reakcyjnego. Mineralizaty przeniesiono ilosciowo do kolb 50 ml,
uzupetiono wodg demineralizowang z systemu Milli-Q (Merck Millipore), a nastepnie
przefiltrowano za pomoca filtrow bibutowych. Roztwarzanie probek w uktadzie za-
mknigtym wspomagane energia mikrofalowa jest najczesciej polecang metoda rozktadu
w analizie $ladowej. Metoda ta jest szybka i efektywna, a zastosowanie systemu za-
mknigtego zapobiega stratom analitu i zanieczyszczeniu probki [5]. Przygotowanie
probki stanowi najtrudniejszy etap analizy ijest najpowazniejszym zrodlem biedow,
dlatego w celu ich zidentyfikowania przeprowadzono analiz¢ certyfikowanego materiatu
odniesienia SRM 694 Western Phosphate Rock (NIST) o certyfikowanej zawartosci Cd
w przeliczeniu na CdO (150+30) mg/kg. Zawartos¢ Cd oznaczono technika ICP-OES
z zastosowaniem spektrometru emisyjnego Varian 720-ES z poziomym utoZeniem pla-
zmy argonowej, wyposazonym W rozpylacz Conical (Glass Expansion), komore cyklo-
nowg szklang (Agilent Technologies), palnik kwarcowy jednocze$ciowy. Roztwory
wzorcowe do wykonania krzywych kalibracyjnych sporzadzono przez rozcienczanie
handlowego roztworu wielopierwiastkowego (Inorganic Ventures). Stezenie roztworéw
wzorcowych do kalibracji obejmowato zakres roboczy 0,125-10,0 mg/L.

Wyniki: W oparciu o analiz¢ metodg ICP-OES okreslono zawarto$¢ kadmu w fosfory-
tach F1, F2, F3, F4, ktora wyniosta odpowiednio 14,3; 7,52; 24,8 i 14,5 mg/kg. Najwyz-
sze stgzenie kadmu zawieral fosforyt pochodzacy ze ztoza Negev w Izraelu, natomiast
najnizsze ze ztoza Khunayfis w Syrii. Wyniki te sg zgodne z danymi literaturowymi, wg
ktorych zawarto$¢ kadmu fosforytach wynosi od 3 do 150 mg/kg, ze Srednig zawartoscia
18 mg/kg [4]. Precyzj¢ metody wyznaczono na podstawie wartosci wzglednego odchy-
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lenia standardowego (RSD) obliczonego dla serii analiz probek rzeczywistych, ktore
przyjmowato warto$ci od 0,613 % do 1,37 %.

Tabela 1. Zawarto$¢ kadmu w fosforytach pochodzacych z roéznych z16z.

cd F1 F2 F3 F4
14,4 7,49 24,7 14,3
14,1 7,55 24,8 14,6
- - 25,0 14,6
Srednia = u [mg/kg] 14,3 +3,0 7,52 +1,58 24,8+5.2 14,5+3,0
) 0,196 0,046 0,155 0,178
RSD [%] 1,37 0,613 0,626 1,23

Uzyskanie wiarygodnych wynikéw pomiarow byto mozliwe przy zatozeniu, ze inten-
sywnos¢ otrzymanego sygnatu dla takiej samej ilosci kadmu we wzorcu i w probce jest
taka sama, bez wzgledu na obecnos¢ innych sktadnikow matrycy probki. w praktyce
obecnos$¢ W analizowanym roztworze wysokich stezefn pierwiastkow tatwo ulegajacych
jonizacji takich jak Ca, Mg, Na czy K i wigze si¢ Z wystepowaniem interferencji mie-
dzypierwiastkowych, ktore wplywajg na ostabienie intensywnosci emisji dla wybranych
linii spektralnych kadmu. Jedng z metod eliminacji interferencji jest zastosowanie od-
powiedniej techniki kalibracji, np. metody wzorca wewnetrznego, ktora polega na doda-
niu takiej samej ilosci wybranej substancji do roztworow wzorcowych, $lepej proby
i roztwordow analizowanych probek. Zakladajac stale stezenie wzorca wewngetrznego,
uznaje si¢, ze zmiana jego sygnalu jest wynikiem pojawienia si¢ interferencji. Dzigki
czemu mozliwe jest wyznaczenie wspolczynnika korekeji i odpowiednie przeliczenie
sygnalow analitu[5]. Korekcje interferencji migdzypierwiastkowych przeprowadzono
stosujac metode kalibracji z zastosowaniem roztworu Sc (SCP Science) jako wewnetrz-
nego wzorca odniesienia.

Tabela 2. Wplyw metody kalibracji ICP-OES na zawarto$¢ kadmu w fosforytach.

Metoda wewnetrznego wzorca
cd Metoda krzywej kalibracyjnej odniesienia
»=214,439 nm Sc 2=255,235 nm
Stezenie = u [mg/kg] u =21 %
F1 13,5+£2,8 143+3,0
F2 6,91 £ 1,45 7,52 +£1,58
F3 23,3+49 24,8+52
F4 13,3+28 14,5+3,0

Doktadno$¢ metody oznaczania kadmu zdefiniowana jako stopien zgodnosci uzyskanego
wyniku a warto$cig rzeczywistg zostata ustalona poprzez analize certyfikowanego materia-
hu odniesienia SRM 694. Doktadnos¢ wyrazona jako wspotczynnik odzysku wyniosta
95,2% dla metody kalibracji opartej na pomiarze intensywnosci emisji serii roztworow
wzorcowych o wzrastajacym stezeniu i 101% dla metody dodatku wzorca wewngtrznego.
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Rys.2. Sredni odzysk Cd w przeliczeniu na CdO z certyfikowanego materiatu odniesienia SRM 694.

Zlozong niepewno$¢ standardowa (U) oznaczania kadmu w fosforytach metoda ICP -
OES oszacowano, wykorzystujac metode doswiadczalng i podejscie wewnatrzlaborato-
ryjne, z uwzglednieniem odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej jako miary precyzji
pomiaru ibtedu systematycznego. DO oszacowania niepewnosci Odtwarzalnosci we-
wnatrzlaboratoryjnej wykorzystano dane z serii pomiaréw, a do 0Szacowania niepewno-
$ci biasu metody i laboratorium badanie odzysku dla certyfikowanego materiatu odnie-
sienia SRM 694. Oszacowana niepewno$¢ oznaczania kadmu wyniosta 21%. Podana
niepewnos¢ rozszerzona (U) byla oparta na niepewnosci standardowej pomnozonej
przez wspolczynnik rozszerzenia k = 2, zapewniajacy poziom ufnosci 95%.
W obliczeniach nie uwzgledniono niepewnos$ci poboru probki.

Tabela 3. Niepewno$¢ oznaczania kadmu w surowcach fosforytowych .

zrodto informacji analiza probek rzeczywistych

Precyzja posrednia —
uzyskana warto§¢ RSD 1,37

sr6dto informacii analiza certyfikowanego materiatu
Blad systematyczny ) odniesienia SRM 694

uzyskana warto$¢ u(bias) 10,3

Niepewnos¢ zlozona [%] 10,4

Niepewno$¢ rozszerzona

(p=0,95, k=2) [%] 2
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SPEKTROMETRIA MAS w IDENTYFIKACJI
MIKROORGANIZMOW

J. DZIEDZIC, A. DRABIK, K. ZAMLYNSKA, UMCS, Wydzial Biologii i Biotech-
nologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Celem wspotczesnej diagnostyki mikrobiologicznej jest wykrycie, identyfikacja
i ewentualne okreslenie lekowrazliwosci mikroorganizméw majacych znaczenie dla sze-
rzenia si¢ zakazen i rozprzestrzeniania genow lekoopornosci [1]. Klasyczne metody dia-
gnostyczne opieraja si¢ na hodowli i analizie wlasciwosci biochemicznych mikroorgani-
zméw, reakcji antygen-przeciwciato, czy sekwencjonowaniu konserwatywnych genow
kodujacych podjednostke 16S rRNA. Pomimo, ze metody te sg nieocenionym narz¢dziem
diagnostycznym, sa jednak niewystarczajace W identyfikacji mikroorganizmow posiadaja-
cych nietypowe badz rzadko spotykane wiasciwosci biochemiczne. Do technik o wysokim
potencjale diagnostycznym, nalezy spektrometria mas MALDI-TOF MS (ang. Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry). Technika ta
pozwala na identyfikacje patogendow ludzkich, mikroorganizméw odzwierzgcych oraz
srodowiskowych, w tym takze tych o nietypowych cechach, ktore cigzko zidentyfikowaé
klasycznymi metodami [2]. Ponadto dzigki wysokiej automatyzacji czas oczekiwania na
wynik ulega znacznemu skroceniu W poréwnaniu do rutynowych metod, co ma ogromne
znaczenie w szybko postepujacych infekcjach.

Whprowadzenie: Spektrometria mas jest technikg analityczng, zaliczang do metod spek-
troskopowych, ktora polega na jonizacji czasteczek badanych zwiazkdéw, a nastgpnie ich
rozdzieleniu ze wzgledu na warto$¢ stosunku masy do tadunku jonu (m/z) [3]. Gtéwny-
mi elementami spektrometru mas sa: zrodto jonow (zachodzi w nim jonizacja czgste-
czek), analizator (w ktorym nastepuje rozdzielanie jonéw ze wzgledu na masg
i tadunek), detektor oraz rejestrator [4, 5]. Otrzymane pomiary sa rejestrowane w postaci
tzw. widma mas (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat dziatania spektrometru mas (na podstawie [5]).
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Obecnie istnieje wiele wariantow techniki spektrometrii mas. Jedna z nich jest MALDI-
TOF MS (metoda laserowej jonizacji/desorpcji probki wspomagana matryca) W pota-
czeniu z analizatorem czasu przelotu (TOF) (rys.2).

wiazka lasera

analizowany jon

co@,
N4 @® ——— |Analizator m/z

jony matrycy

Rys. 2.Schemat przedstawiajacy mechanizm jonizacji W asys$cie matrycy (na podstawie [6]).

Opracowanie tej techniki umozliwito badanie substancji o duzych masach czasteczko-
wych, takich jak: peptydy, lipidy, polisacharydy iinne organiczne makroczgsteczki.
w zwigzku z tym technika MALDI-TOF MS znalazta takze zastosowanie w identyfikacji
mikroorganizméw. Metoda ta oparta jest o analize specyficznego profilu biatkowego
badanych mikroorganizméw. Profil ten okre§lany jako molekularny ,,odcisk palca” jest
charakterystyczny i niepowtarzalny dla danego gatunku mikroorganizmu [7]. w celu
wykonania analizy technika MALDI-TOF MS niewielka ilo$¢ czystej kultury mikroor-
ganizmu nanosi si¢ na metalowg ptytke (tzw. target plate) w postaci cienkiego biofilmu
i pozostawia do wyschnigcia. Warto podkresli¢, Ze na jedng ptytke mozna nalozy¢ wiele
prob badanych. w przypadku niektorych mikroorganizméw np. drozdzy z rodzaju Can-
dida sp., natozenie na ptytke czesto musi by¢ poprzedzone wstepng ekstrakcjg biatek,
ktorej celem jest pozbycie si¢ bialek powierzchniowych. w kolejnym etapie na warstwe
mikroorganizmow naktada si¢ roztwor zawierajacy odpowiednio dobrang matryce (np.
kwas a-cjano-4 hydroksy-cynamonowy). Matryca zapewnia wiasciwe $rodowisko,
w ktorym zachodzi ekstrakcja i krystalizacja wewnatrzkomorkowych biatek rybosomal-
nych badanego mikroorganizmu [8]. w trakcie odparowywania rozpuszczalnika, w kto-
rym rozpuszczona jest matryca, krystalizacji ulega takze sama matryca. W kolejnym
etapie plytka zawierajgca proby badane zostaje umieszczona w spektrometrze mas
i poddana pulsacyjnemu bombardowaniu promieniami lasera. Podczas tego procesu
nastepuje absorpcja fotonow o wysokiej energii i okreslonej dtugosci fali przez krysztaty
matrycy, w wyniku czego dochodzi do desorpcji i jonizacji czasteczek matrycy oraz
desorpcji czasteczek bialek. Nastepnie W wysokiej prozni, powstale protony matrycy
zderzaja si¢ z obojetnymi czasteczkami biatek, przekazujac im ten sposéb tadunek do-
datni. Wynikiem tego procesu jest jonizacja czasteczek biatek [9, 10]. Dodatnio natado-
wane jony matrycy i biatek (najbardziej powszechny format jonizacji) ulegaja przyspie-
szeniu w polu elektrostatycznym, a nastepnie przechodza przez pier§cien odpowiednio
skonstruowanej elektrody. Po przejsciu przez elektrode, jony swobodnie przemieszczaja
si¢ przez region, w ktorym nie dziata juz pole elektrostatyczne (tzw. drift region)
i docieraja do detektora. Dzigki réoznicom w masie czasteczkowej i wielkosci fadunku
kazda czasteczka ma inny czas przelotu, czyli czas w trakcie ktorego dociera do detekto-
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ra [10, 1]. Detektor rejestruje czasy przelotu poszczegdlnych jonéw po czym automa-
tycznie generowane jest widmo mas. Piki znajdujace si¢ na widmie odpowiadaja jonom
biatkowym o r6znym stosunku masy czasteczkowej do tadunku m/z. w ostatnim etapie
widmo biatek identyfikowanego mikroorganizmu jest porownywane z widmami profilu
biatkowego mikroorganizmoéow referencyjnych. w zaleznosci od stopnia podobienstwa
widma uzyskanego i widma referencyjnego, mikroorganizm moze by¢ zidentyfikowany
do poziomu rodzaju, gatunku, podgatunku, a nawet szczepu [11]. Zaletami techniki
MALDI-TOF MS jest prostota wykonania, niski koszt pojedynczej analizy, znaczna
automatyzacja oraz niewielka liczba komorek mikroorganizméw wymaganych do iden-
tyfikacji (ok. 10° sztuk) [12, 13]. Ponadto technika ta odznacza sie wysoka doktadnoscia
i czutoscig. Pomimo tych zalet MALDI-TOF MS posiada pewne ograniczenia i nie zaw-
sze gwarantuje stuprocentowg identyfikacj¢ kazdego mikroorganizmu. Szczegolnie trud-
no jest odrozni¢ mikroorganizmy bardzo blisko spokrewnione. Powodem tego jest bar-
dzo podobny profil biatkowy mikroorganizméw, pomigdzy ktérymi wystepuje wysokie
pokrewienstwo filogenetyczne [14]. Kolejnym ograniczeniem tej techniki jest brak stan-
daryzacji metodyki pomiedzy poszczegdlnymi laboratoriami oraz brak petnej biblioteki
widm, na podstawie ktorych dokonuje si¢ identyfikacji. Dlatego tez podczas identyfika-
cji niektorych mikroorganizmoéw niezbedne jest wykonanie dodatkowych analiz bioche-
micznych, badz molekularnych.

Whioski: Liczne badania wskazujg, ze identyfikacja mikroorganizmoéw przy uzyciu
nowatorskiej techniki MALDI-TOF MS, ktora opiera si¢ na analizie widm biatek we-
wnatrzkomorkowych jest tak samo uzyteczna jak rutynowe metody stosowane
w laboratoriach diagnostycznych. w szczegolnych przypadkach MALDI-TOF MS wyda-
je si¢ by¢ bardziej skuteczna od biochemicznych metod identyfikacji. Przyktadem sa
bakterie o niskiej aktywnosci biochemicznej, badz posiadajace nietypowe cechy bio-
chemiczne, ktore utrudniaja identyfikacj¢ klasycznymi metodami. Wydaje si¢, ze meto-
da MALDI-TOF MS ma coraz wigksze znaczenie w identyfikacji ludzkich patogenow
np. gronkowcow, paciorkowcow, mikroorganizméw odzwierzgcych czy $rodowisko-
wych [15, 16]. w Polsce niektore laboratoria diagnostyczne juz od kilku lat wykonuja
identyfikacj¢ bakterii i grzybéw metoda MALDI-TOF MS, wykorzystujgc systemy
MALDI Biotyper, czy VITEK® MS. Glowng zaleta MALDI-TOF MS jest krotszy czas
analizy, dzigki czemu mozliwa jest szybka identyfikacja mikroorganizmu. Ma to szcze-
golne znaczenie W momencie stanu zagrozenia zycia pacjenta. Znajomo$¢ patogenu,
ktory spowodowal szybko postepujaca infekcje, pozwala lekarzowi na wprowadzenie
odpowiedniej metody leczenia.
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WYKORZYSTANIE TECHNIK WOLTAMPEROMETRYCZNYCH
w ANALIZIE SLADOWEJ TESTOSTERONU

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

Abstrakt: Hormony sg zwigzkami chemicznymi, ktorych zadanie polega na przekazy-
waniu informacji miedzy poszczegdlnymi narzadami. Produkowane sa przez gruczoty
zwane dokrewnymi np. przez tarczyce, jajniki ijadra. Jadra produkujg najwazniejszy
meski hormon plciowy - testosteron. w niniejszej pracy podsumowano dane literaturowe
dotyczace praktycznego zastosowania woltamperometrii w analizie testosteronu. Ponad-
to podjeto proby zastosowania sitodrukowanej elektrody weglowej modyfikowanej
btonka otowiu do oznaczania §ladowych stezen testosteronu.

Whprowadzenie: Hormony to klasa czasteczek sygnalizacyjnych w organizmach wielo-
komorkowych, ktore sg transportowane do odlegtych narzadow w celu regulacji czynno-
$ci fizjologicznych. Hormony sg niezbedne do prawidlowego rozwoju zwierzat, roslin
i grzybow. Definicja hormonu, jako czasteczki sygnalizacyjnej, ktora dziata z dala od
miejsca produkcji oznacza, ze wiele réznych klas czasteczek mozna zdefiniowaé, jako
hormony. Wsrdd substancji, ktore mozna uzna¢ za hormony, znajduja si¢ eikozanoidy
(np. prostaglandyny i tromboksany), steroidy (np. estrogen i brasinosteroid), pochodne
aminokwasow (np. epinefryna i auksyna), biatka/peptydy (np. insulina i peptydy CLE)
oraz gazy (np. etylen i tlenek azotu). Hormony stuzg do komunikacji migdzy narzadami
i tkankami.

U krggowcow hormony odpowiadaja za regulacj¢ wielu procesow fizjologicznych
i czynno$ci behawioralnych, takich jak trawienie, metabolizm, oddychanie, percepcja
sensoryczna, sen, wydalanie, laktacja, wywotywanie stresu, wzrost i rozwdj, ruch, re-
produkcja i sterowanie nastrojem. w roslinach hormony moduluja prawie wszystkie
aspekty rozwoju, od kietkowania do starzenia. Hormony wptywaja na odleglte komorki,
wiazac si¢ ze specyficznymi biatkami receptorowymi W komorce docelowej, powodujac
zmian¢ funkcji komorki. Kiedy hormon wigze si¢ z receptorem, powoduje aktywacje
szlaku transdukcji sygnatu, ktdry zazwyczaj aktywuje transkrypcje genow, co skutkuje
zwigkszona ekspresjg biatek docelowych. Hormony moga rowniez dziata¢ w szybkich,
niegenomowych szlakach, ktore moga by¢ synergiczne z efektami genomowymi. Hor-
mony rozpuszczalne w wodzie (takie jak peptydy i aminy) dziatajg na powierzchni ko-
morek docelowych za posrednictwem wtornych przekaznikéw. Hormony rozpuszczalne
w lipidach (takie jak steroidy) na ogoét przechodza przez btony plazmatyczne komodrek
docelowych, aby dziata¢ w ich jadrach. u krggowcow gruczoty dokrewne sg wyspecjali-
zowanymi narzadami, ktore wydzielaja hormony do uktadu sygnalizacji wewnatrzwy-
dzielniczej. Wydzielanie hormonéw nast¢puje W odpowiedzi na okreslone sygnaty bio-
chemiczne i czesto podlega regulacji z ujemnym sprzgzeniem zwrotnym. Na przyktad
wysoki poziom cukru we krwi (stezenie glukozy w surowicy) sprzyja syntezie insuliny.
Insulina dziata nastgpnie W celu obnizenia poziomu glukozy i utrzymania homeostazy,
co prowadzi do obnizenia poziomu insuliny. W zaleznosci od przyjetego kryterium moz-
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na dokona¢ podziatu hormondéw na wiele sposobow. Ze wzgledu na miejsce wytwarza-
nia mozemy wyrézni¢ hormony gruczotéw dokrewnych, ktore sa przez niewytwarzane,
hormony tkankowe powstajace w komoérkach rozlokowanych w r6znych czesciach orga-
nizmu oraz neurohormony produkowane przez komorki uktadu nerwowego. Kolejnym
kryterium klasyfikacji, jakie mozemy przyjac jest budowa chemiczna hormondéw. Biorac
pod uwage budowe hormondéw mozna wydzieli¢ nastepujace grupy:
e Pochodne aminokwasow:
o Pochodne tyrozyny: adrenalina, noradrenalina, dopamina
o Hormony tarczycy - trojjodotyronina, tyroksyna
o Pochodne tryptofanu — serotonina, melatonina
e Hormony peptydowe:
o neurohormony - wazopresyna, oksytocyna, liberyny
o hormony przysadkowe, np. kortykotropina i melanotropina;
o hormony tkankowe, m.in. peptydy natriuretyczne, leptyna,
o peptydy opioidowe - enkefaliny i endorfiny
e Hormony bialkowe: hormon wzrostu, prolaktyna, tyreotropina, gonadotro-
pina, insulina, glukagon
e Hormony sterydowe:
o Hormony kory nadnerczy - aldosteron, kortyzol, dehydroepiandro-
steron
o Hormony gonadowe — estrogeny, progesteron i testosteron
Testosteron (rys. 1) jest glownym hormonem plciowym isterydem anabolicznym
U mezezyzn. U ludzi testosteron odgrywa kluczowa rolg w rozwoju meskich tkanek rozrod-
czych, takich jak jadra i prostata, a takze w promowaniu drugorzedowych cech ptciowych,
takich jak zwigkszona masa mig$niowa ikostna oraz wzrost wloséw na ciele. Ponadto
testosteron u obu pici ma wplyw na zdrowie i dobre samopoczucie, w tym na nastrdj, za-
chowanie oraz zapobiega osteoporozie. Niewystarczajacy poziom testosteronu U mezczyzn
moze prowadzi¢ do nieprawidlowosci, W tym ostabienia i utraty masy kostnej.

CH; OH

Rys. 1. Wzor strukturalny testosteronu.

Cze$¢ eksperymentalna: Pomiary elektrochemiczne prowadzono z wykorzystaniem
analizatora elektrochemicznego pAutolab pod kontrola oprogramowania GPES 4.9
(EchoChemie, Holandia) w klasycznym naczynku elektrochemicznym o pojemno$ci
10 mL. w pomiarach wykorzystano dost¢gpne w handlu sitodrukowane czujniki weglowe
(Metrohm DropSens), ktorych powierzchnig elektrody pracujacej modyfikowano btonka
otowiu metoda in-situ.

Wyniki: W literaturze mozna odnalez¢ przyktady woltamperometrycznych oznaczen
testosteronu w probkach o réznej matrycy. Wsrod zastosowanych elektrod pracujacych
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mozemy wyrozni¢ elektrode z wegla szklistego modyfikowana bromkiem cetylotrimety-
loamoniowym (CTAB/GCE) [1], bromkiem cetylotrimetyloamoniowym i btonka bizmu-
tu (BiF/CTAB/GCE) [2], blonka otowiu (PbF/GCE) [3], a takze elektrod¢ ztota modyfi-
kowang dwuwarstwowym polimerem z odciskiem molekularnym (DMIP/AUE) [4].
Poroéwnanie wynikow oznaczen na przedstawionych powyzej elektrodach pokazano
w tabeli 1. Jak mozna zauwazy¢, najnizsza granice wykrywalnos$ci uzyskano przy uzyciu
DMIP/AUE. W niniejszej pracy podj¢to proby zastosowania sitodrukowanej elektrody
weglowej modyfikowanej btonka otowiu do oznaczania §ladowych stgzen testosteronu.
Wstepne wyniki pokazujg, ze z wykorzystaniem modyfikowanej sitodrukowanej elek-
trody weglowej mozna uzyska¢ dobrze uksztattowany itatwy do zmierzenia sygnat
analityczny testosterony, ktory przyrasta proporcjonalnie wraz ze wzrostem st¢zenia
analitu w probce. Procedura oznaczania testosteronu podlega obecnie optymalizacji
i weryfikacji mozliwosci jej praktycznego zastosowania.

Tabela 1. Poréwnanie woltamperometrycznych procedur oznaczania testosteronu opisanych w literaturze.

Elektroda Technika Granica wykry- Zastosowanie Lit.
walnoSci
[mol L™
CTAB/GCE SWAdSV 1,18 x 10° Farmaceutyki, mocz | [1]
BiF/CTAB/GCE SWAdSV 3,0 x 1070 Farmaceutyki, mocz | [2]
PbF/GCE SWAdSV 9,0 x 10° Farmaceutyki, mocz | [3]
DMIP/AUE SWV 1,0 x10™ Mocz [4]

SWAASV — adsorpcyjna woltamperometria stripingowa fali prostokgtnej; SWV — woltamperometria fali
\prostokgtnej; CTAB/GCE — elektroda z wegla szklistego modyfikowana bromkiem cetylotrimetyloamonio-
wym; BiF/CTAB/GCE — elektroda z wegla szklistego modyfikowana bromkiem cetylotrimetyloamoniowym
i blonkg bizmutu; PbF/GCE — elektroda z wegla szklistego modyfikowana blonkg otowiu; DMIP/AuE —
elektroda zltota modyfikowana dwuwastwowym polimerem z odciskiem molekularnym

Whioski: Opisane w literaturze [1-4] procedury woltamperometryczne charakteryzuja
siec migdzy innymi bardzo niskimi granicami wykrywalnosci (nawet 10 mol L™). Zna-
lazty one zastosowanie do oznaczania testosteronu w preparatach farmaceutycznych
i probkach moczu. Wstepne badania pokazujg mozliwo$ci zastosowania modyfikowane-
go czujnika sitodrukowanego w analizie testosteronu.
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ZASTOSOWANIE ELEKTRODY z CYKLICZNIE
ODNAWIALNEGO FILMU CIEKLEGO AMALGAMATU
SREBRA (R-AGLAFE) do BADANIA PROCESOW
ELEKTROREDUKCJI JONOW BI(III) w OBECNOSCI CYSTEINY

M. MARTYNA, A. NOSAL-WIERCINSKA, A. PAWLAK, UMCS, Wydziat Chemii,
Katedra Chemii Analitycznej, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Zastosowanie w petni zautomatyzowanej elektrody Hg(Ag)FE do badania
kinetyki i mechanizmu elektroredukcji jonéw Bi(Ill) w roztworze chloranéw(VII)
W obecno$ci cysteiny (CE) w konteksécie efektu ,,cap—pair” przyniosto spodziewane
rezultaty. Wykazano kontrole wieloetapowego procesu elektroredukeji jonow Bi(IIl)
poprzez reakcj¢ chemiczng tworzenia si¢ na powierzchni elektrody komplekséw aktyw-
nych Bi(lll)-Hg(SR),, ktore posrednicza W przeniesieniu elektronow.

Wprowadzenie: Oznaczanie zawarto$ci substancji czynnych jest rutynowa czynno$cia
w procesie produkcji preparatow farmaceutycznych. Ze wzglgedu na ré6znorodng budowe
i wlasciwosci, dla kazdej analizowanej substancji nalezy dobra¢ odpowiednig metode
analityczng. Do najczesciej stosowanych technik elektrochemicznych nalezy woltampe-
rometria. Jest ona przyktadem metody instrumentalnej, ktora obok chromatografii staje
si¢ coraz bardziej popularna ze wzgledu na bardzo duza czuto$é na poziomie pM, selek-
tywnos¢, czy mozliwo$¢ prowadzenia analizy specjacyjnej W rzeczywistych probkach
bez ich wstgpnej obrobki. Podstawowymi czynnikami decydujagcymi o przydatnosci
zastosowanej metody woltamperometrycznej sg elektroda i elektrolit podstawowy. Elek-
trolity podstawowe sg wielokrotnie dotowane substancjami organicznymi, ktore moga
dziata¢ jako katalizatory lub inhibitory procesow elektrodowych. Reguta "cap-pair" [1]
okre$la warunki wskazujgce na aktywno$¢ Kkatalityczng substancji [2-4] opracowana
i wykorzystana do badania procesow elektrodowych [5-6] oparta na innowacyjnej elek-
trodzie z cyklicznie odnawialng warstwg amalgamatu cieklego srebra (R-AgLAFE) [6]
taczy w sobie zalety komercyjnej elektrody rteciowej pozwalajac na rownie doktadne
oznaczanie parametrow analitycznych, oferujac jednoczesnie znaczng redukcj¢ toksycz-
nej rteci potrzebnej do wytworzenia warstwy amalgamatu i generowanych odpadow.
Cysteina (kwas (2R)-2-amino-3-merkaptopropionowy) jest aminokwasem endogennym
W organizmie czlowieka, ktdry jest syntetyzowany na dwoch szlakach metabolicznych.
Obecnos$¢ grupy tiolowej wskazuje, ze bierze ona réwniez udzial w wielu reakcjach
zachodzacych w organizmie, na przyklad: w biosyntezie kwasow thuszczowych, a takze
wielu estrow i aminokwasow oraz W niektorych procesach metabolicznych [7]. Pomimo
tego cysteina w komorkach wystepuje w bardzo niskich st¢zeniach [3], co stanowi me-
chanizm obronny przed jej toksyczno$cia objawiajaca si¢ szczegolnie niebezpiecznie
w stosunku do o$rodkowego uktadu nerwowego [7]. Utrzymywanie fizjologicznie ni-
skich st¢zen cysteiny w komorkach jest regulowane przez jej wbudowywanie do biatek
i peptydow, a takze przez metabolizm tlenowy i beztlenowy. Wedlug danych literaturo-
wych wykazuje ona zdolno$¢ do wigzania niektorych kationow metali w jednos¢ kom-
pozytowa [8], stad istnieje potrzeba zbadania jej mechanizmu W obecnosci jondw metali.
Istota bioanalitycznego punktu widzenia badan zwigzana jest Z mozliwo$ciami opraco-
wania celowanych terapii lekowych.
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Czes$¢ eksperymentalna: Do przygotowania roztworéw uzyto nastepujacych odczynni-

kow: NaClO4, HCIO, (Sigma) i cysteina (Fluka) oraz wode redestylowang. Elektrolit
podstawowy stanowita mieszanina 0,5 mol-dm™ NaClO, i 0,5 mol-dm™ HCIO,. Roztwo-
ry o stezeniu 1 mol-dm™ chloranu(VII) byty dotowane jonami Bi(III) o stezeniu 1-10°
mol-dm™. Pomiary przeprowadzono przy stezeniu cysteiny w zakresie od 110 do 1-10°
¥ mol-dm™. Uzywano wylacznie $wiezo przygotowanych roztwordéw cysteiny, ktore
odgazowywano azotem. Pomiary wykonywano w temperaturze 298+0,1 K. Zastosowana
w badaniach nowo opatentowana elektroda z cyklicznie odnawialng warstwa cieklego
amalgamatu srebra R-AgLAFE charakteryzuje si¢: cykliczng powtarzalnoscig
i odtwarzalnoscia powierzchni oraz doskonata homogeniczno$cia warstwy. Dzigki temu
stanowi ona doskonatg alternatywe dla kroplowej elektrody rteciowej, gdyz gwarantuje
podobne parametry jakosciowe i uzytkowe jak elektroda HMDE.

Wyniki: Dodatek cysteiny do roztworu elektrolitu podstawowego powoduje wzrost
wartosci pradu pikow SWV przy jednoczesnym zmniejszeniu ich szerokosci W potowie
wysokosci (rys. 1). Zauwazono, ze krzywe SWV szczeg6lnie przy mniejszych steze-
niach CE sa nieco znieksztalcone. Moze to by¢ zwigzane ze zmianami zachodzacymi
w warstwie adsorpcyjnej elektrody R-AgLAFE. Wydaje si¢, ze mechanizm elektroutle-
niania rteci zaproponowany przez Heyrovsky'ego i wspotpracownikow [9] oraz Nosal-
Wierciniska [10] najlepiej wyjasnia oddziatywania cysteina - rte¢. Reakcja ta polega na
elektroutlenieniu rteci W dwoch oddzielnych etapach, odpowiednio do cysteinowego
tiolanu rteci Hg,(SR), i cysteinowego tiolanu rteci Hg(SR),, ktore to produkty sa silnie
adsorbowane na elektrodzie [9]. Podobne zachowanie zwigzku zawierajacego W Swojej
strukturze grupe tiolowa (-SH), na elektrodzie rteciowej i elektrodzie R-AgLAFE przed-
stawiono w pracy [6]. Na podstawie wynikéw odczytanych z krzywych woltamperome-
trii cyklicznej stwierdzono, ze wraz z dodatkiem i wzrostem stezenia cysteiny w roztwo-
rze chloranu(VII) obserwuje si¢ spadek rdéznicy potencjalow pomigdzy anodowymi
i katodowymi pikami AE, co wskazuje na wzrost odwracalno$ci procesu elektroredukcji
jonow Bi(IlI). Na podstawie niewielkich zmian AE wraz ze zmiang szybkos$ci polaryza-
cji elektrody zatozono, ze etapem kontrolujacym szybkos$¢ procesu elektroredukeji jo-
néw Bi(Ill) bedzie reakcja chemiczna. Zgodnie z zatozeniami reguty "cap-pair' oraz
danymi literaturowymi [9], bedzie to prawdopodobnie reakcja tworzenia si¢ aktywnych
kompleksow Bi-Hg,(SR), lub Bi-Hg(SR), na powierzchni elektrody, ktore moga po-
$redniczy¢ W przeniesieniu elektronow [9]. Nieznaczne zmiany warto$ci potencjatu
formalnego E{’ wraz ze wzrostem stezenia cysteiny w roztworach chloranow(VII) (tabe-
la 1) [11] potwierdzaja brak wspomnianych kompleksow w roztworze elektrolitu pod-
stawowego [11].
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Rys. 1. Piki SWV elektroredukcji jonow Bi(IIT) w 1 mol-dm™ chloranach(VII) ze wzrastajacym stezeniem
cysteiny uwzglednionym w legendzie.

Tabela 1. Wartosci potencjatow formalnych Ef elektroredukcji

1-10° mol'dm?® jonéw Bi(lll)
w 1 mol-dm=chloranach(VI1) i w obecnosci cysteiny.

103 Cgicint ].04 Cce /mol~dm’3 Efo
0 0,81

05 0,95

1,0 0,95

5,0 0,94

10,0 0,93

Wazrost wartosci wspolczynnikéw przejécia o po dodaniu cysteiny do roztworu elektrolitu
podstawowego $wiadczy o wzro$cie odwracalnos$ci procesu elektroredukeji jonow Bi(III)
[11]. Przektada si¢ to rowniez na wzrost standardowych stalych szybkosci, potwierdzajac
katalityczne dziatanie aminokwasu [11]. Wzrost stezenia cysteiny w chloranie(VI1) skutku-
je dalszym wzrostem wymienionych parametrow kinetycznych (tabela 2).

Tabela 2. Warto$ci wspotczynnikow przejscia katodowego (o) i statych szybko$ci standardowe;j (ks) elektrore-
dukcji 1-10° mol-dm™ jonéw Bi(111) w 1 mol-dmchloranach(VI1) i w obecnosci cysteiny.

10 cgiguy* 10* cce /mol-dm’ a 10% /em- s
0 0,25 0,36
0,5 0,53 5,37
1,0 0,57 8,11
5,0 0,59 10,05
10,0 0,61 12,78

Whioski: Badania z wykorzystaniem innowacyjnej elektrody z cyklicznie odnawialnej
ciektej warstwy amalgamatu srebra R-AgLAFE wykazaty katalityczny wpltyw cysteiny
na wieloetapowy proces elektroredukeji jonow Bi(Ill) zgodnie z regulg "cap-pair”. Wiel-
kos¢ efektu katalitycznego zwigzana jest z tworzeniem si¢ aktywnych kompleksow po-
$redniczacych przeniesieniu elektronow. Tworzenie si¢ kompleksow na powierzchni
elektrody warunkuje adsorpcja Hg,(SR), lub Hg(SR),, na jej powierzchni. Sktad tych
kompleksdw jest zmienny, co mozna wywnioskowa¢ z teorii Marcusa [11]. Dane litera-
turowe [10,12] wskazuja na reakcje kompleksotworczag Bi(lll) z tiolanem cysteiny
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rteci(IT) Hg(SR),. Jest to forma anodowego utleniania rteci, ktora adsorbuje sie w zakre-
sie potencjatu redukcyjnego Bi(Ill) (~ OV) i jest zwigzana labilnie z powierzchnig elek-
trody [10]. Przypuszcza sig, ze podobnie jak w przypadku wczesniej stosowanej elektro-
dy rteciowej, aktywne kompleksy Bi(ll1)-Hg(SR), sa w sposdb oczywisty zlokalizowane
wewnatrz warstwy adsorpcyjne;.
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WYKORZYSTANIE METOD IN SILICO do POSZUKIWANIA
MECHANIZMU DZIALANIA LIGANDA
0 POTENCJALNEJ AKTYWNOSCI WOBEC CZERNIAKA

P. KOZYRA', D. KRASOWSKA? A. SZYMCZYK’, M. PITUCHAY
UM, Wydzial Farmaceutyczny, Samodzielna Pracownia Radiofarmacji, ul. Chodzki 4a,
20-093 Lublin, UM, Wydziat Lekarski, Studenckie Koo Naukowe przy Katedrze
i Klinice Dermatologii, Wenerologii i Dermatologii Dzieciecej, ul. Staszica 11, 20-081
Lublin.

Abstrakt: Dehydrogenaza dihydroorotanu (DHODH) jest potencjalnym celem moleku-
larnym w terapii raka. Istnieje wiele prac poswigconych syntezie nowych inhibitorow
dzialajacych na rozne typy raka, ale niewiele dotyczacych czerniaka.
Opierajac si¢ na danych literaturowych do badan wytypowalismy zwiazek z grupy po-
chodnych tiosemikabazonu, ktéry wykazywal najwyzszy potencjal wobec komorek
czerniaka. Stosujgc metody in silico zbadali$my powinowactwo tego liganda do dehy-
drogenazy dihydroorotanu. z naszych badan wynika, ze badany zwigzek wiagze sig
w miejscu liganda referencyjnego z miejscem wigzacym biatka, co czyni go nowym
potencjalnym inhibitorem dehydrogenazy dihydroorotanu.

Whprowadzenie: Prawidtowy metabolizm komoérkowy jest podstawa wszelkich czynno-
$ci biologicznych, a jego zaburzenia sg charakterystyczne dla procesu nowotworzenia.
Odpowiada on m.in za proliferacj¢, migracje i roznicowanie komorek podczas progresji
nowotworu [1]. Kluczowe dla proliferacji komérek nowotworowych sa nukleotydy pi-
rymidynowe bedace prekursorami RNA i DNA [2]. w komorkach nowotworowych syn-
teza pirymidyny wystepuje de novo, a istotna role petni w niej dehydrogenaza dihydroo-
rotanowa (DHODH). DHODH zostata przedstawiona na rys. 1. Jest to enzym zawieraja-
cy zelazo zlokalizowany w blonie wewnetrznej mitochondriow [3]. Odpowiada on za
kataliz¢ konwersji dihydroorotanu w orotan w reakcji redoks [4].

Rys. 1. Dehydrogenaza dihydroorotanowa (DHODH) (PDB: 41GH) [5].

DHODH ulega ekspresji glownie W przeroscie naskorka, rogowaceniach stonecznych
czy chorobie Bowena. Obserwuje si¢ niemal dwukrotny wzrost aktywnosci tego enzymu
W procesie nowotworzenia wzgledem normalnej skory. DHODH odgrywa kluczowa rolg
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W przeprogramowaniu metabolizmu energetycznego wywotanego promieniowaniem
UVB, aponadto wzrasta jego ekspresja [6]. Jednakze jego inaktywacja hamuje trans-
formacje nowotworowa keratynocytow [7], co czyni z niego kluczowy cel terapii
w czerniaku [3]. Czerniak zto$liwy (ang. melanoma malignant) stanowi okoto 2%
wszystkich nowotworow zto§liwych. Jego najczestsza lokalizacja jest skora. Pomimo
tego, ze stanowi tylko 1% nowotworéw skory to odpowiada za ponad 80% zgonoéw|[8].
w Polsce rocznie notuje si¢ ok. 3,7 tys. przypadkéw zachorowan i 1,4 tys. zgondw
z powodu tego nowotworu. Ryzyko zachorowania na czerniaka zalezy od wielu czynni-
kéw. Dominujace czynniki ryzyka uwzgledniaja ekspozycj¢ na promieniowanie UV,
I oraz II fototyp skory wedlug Fitzpatricka, zespot znamion dysplastycznych (ang. dys-
plastic nevus syndrome), stany immunosupresji oraz uprzednio stwierdzony czerniak
U pacjenta lub wystepujacy w rodzinie. Czynniki genetyczne ryzyka to obecno$¢ mutacji
BRAF, NF1 i NRAS. BRAF jest elementem szlaku sygnatowego RAS/ RAF/MEK/ERK
(MAPK), ktorego ciaggta aktywacja prowadzi do wzrostu proliferacji, zdolnosci komorek
nowotworowych do przezycia, inwazji itworzenia przerzutow[9]. W ciagu niespeina
10 lat leczenie czerniaka zostato zrewolucjonizowane dzigki inhibitorom kinazy tyrozy-
nowej i inhibitorom punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego — immunoterapia
przeciwciatami anty-CTLA4 oraz anty-PDI, ktore okazaty si¢ mie¢ istotny wplyw na
rokowanie pacjentéw z czerniakiem. w przypadku czerniaka z obecno$ciag mutacji
BRAFV600E stosowane jest leczenie ukierunkowane molekularnie inhibitorami BRAF
z inhibitorami MEK. Potaczenie to doprowadzito do wysokiego odsetka odpowiedzi
(70%) oraz szybkiej indukcji odpowiedzi i kontroli objawow, z przezyciem bez progresji
wynoszacym okoto 12 miesigcy. Jednak u tych pacjentéw prawie zawsze po pewnym
czasie dochodzi do progresji choroby, a niektorzy pacjenci moga wykazywaé pierwotna
oporno$¢ na inhibitory BRAF (+/— MEK). Wyniki leczenia chorych na czerniaki skory
w IV stopniu zaawansowania pozostaja nadal niezadowalajgce. Dlatego poznanie me-
chanizméw dziatania nowo zsyntetyzowanych zwigzkéw moze doprowadzié¢ do odkrycia
nowej grupy lekow. w pracy wykorzystano metody in silico do poszukiwania mechani-
zmu dzialania liganda o potwierdzonej aktywnosci przeciwnowotworowej wobec komo-
rek czerniaka. Do badan wybrano zwigzek z grupy pochodnych tiosemikabazonu, ktory
wykazywal znaczacy stopien inhibicji wobec komoérek czerniaka. Cel molekularny zostat
wybrany w oparciu o potwierdzong zdolnos¢ liganda do apoptozy indukowanej za po-
mocg wolnych rodnikow[10] , co z kolei koresponduje z mozliwg inhibicjg dehydroge-
nazy dihydroorotanu (DHODH). Dla badanego liganda (rys. 2) zostaty okreslone poten-
cjalne oddziatywania z DHODH.

Cze$¢  eksperymentalna: Wytypowany do badan zwigzek zwizualizowano
w uktadzie xyz uzywajac programu Avogadro 1.2.0, a jego energi¢ zoptymalizowano za
pomoca pola sitowego MMFF94. Nastepnie zgodnie z metoda sztywnego dokowania
(Single Docking Experiment) z [11] przeprowadzono dokowanie molekularne progra-
mem Autodock 4.2 powigzanym z MGLTools 1.5.6. Do wizualizacji zadokowanego
kompleksu zastosowano Discovery Studio Visualiser [12].
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Rys.2. Wzor strukturalny badanego zwiazku (PL).

Wyniki: Z uzyskanych danych wynika, ze badany zwigzek (PL) wigze si¢ W miejscu
wigzacym DHODH i naktada sie z ligandem referencyjnym z biatka z PDB (rys.3.).
Z analizy wlasciwosci komory wigzacej wynika, ze PL tworzy interakcje z jej pronoto-
donorowg czescig. Rysunek 4 przedstawia potencjalne oddziatywania w kompleksie PL-
DHODH. PL tworzy 3 konwencjonalne wigzania wodorowe z ASN 212, LYS 255
i ASN 284, ponadto wystgpuja 2 wiazania wodorowe pochodzace od atomu wegla PL
z GLY 97 oraz ASN 284. Oddziatywania hydrofobowe stabilizujace kompleks pochodza
z LYS 100, VAL 143, ASN 145, PHE 149 oraz TYR 356.

Acceptor Ml Y

Rys.3. Zadokowany kompleks proponowanego ligandu wraz z ligandem referencyjnym w komorze wigzacej
biatka DHODH (czerwony - ligand proponowany, zolty — ligand referencyjny).
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Rys.4. Wizualizacja oddziatywan kompleksu PL-DHODH.
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Whioski: Zdolno$¢ badanego zwiazku do indukcji wolnych rodnikéw, analogia do ha-
mowania DHODH oraz uzyskane wyniki dokowania molekularnego daja nadziej¢ na
potencjalny nowy inhibitor dehydrogenazy dihydroorotanu. Kolejnym etapem beda
badania eksperymentalne in vitro.
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CHEMICZNA ANALIZA LIPOPOLISACHARYDU
SERRATIA QUINIVORANS ENDOFITU WIESIOLKA

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

Abstrakt: Wykazano, ze lipopolisacharyd syntetyzowany przez bakterie endofityczne
zaklasyfikowane do gatunku Serratia quinivorans zawiera porownywalne ilosci pod-
frakcji czasteczek reprezentujacych forme gtadka (S) i szorstkg (R) lipopolisachrydu.
Glownymi cukrami frakcji polisacharydowej sg: ramnoza, mannoza, glukoza, galaktoza
oraz L-glicero-D-mannoheptoza. w lipidzie aS. quinivorans stwierdzono obecnoé¢
wlacznie nasyconych i niepolarnych kwasow thuszczowych (14:0,16:0, 18:0) oraz kwas
3-hydroksymirystynowy. Wyniki analizy MALDI-TOF wskazuja, ze lipid ten swoja
budowg przypomina lipid a izolowany z E. coli.

Wprowadzenie: Bakterie  endofityczne  to  mikroorganizmy  izolowane
z powierzchniowo sterylizowanych tkanek roslin, ktére nie wykazuja zewngtrznych
oznak infekcji lub negatywnego wptywu bakterii na gospodarza. Bakterie te moga wy-
stepowac w nadziemnych i podziemnych cze$ciach roélin. Izoluje si¢ je z korzeni, todyg,
lisci, nasion, kwiatow, owocow, czy bulw. Endofity bakteryjne moga zajmowac prze-
strzenie miedzykomdrkowe, wnetrze komorek lub tkanki przewodzace (ksylem lub flo-
em) [1, 2, 3]. Zwykle najwiegcej endofitow znajduje si¢ w korzeniach, gdzie ich liczba
siega 10° cfu/g (colony forming units per gram) $wiezej masy korzenia. Liczebnos¢
endofitow zmniejsza si¢ W todygach i lisciach, gdzie ich zageszczenie moze osiggnaé
103-10* cfu/g $wiezej masy. w warunkach naturalnych wiekszo$¢ kwiatow i owocow nie
zawiera bakterii endofitycznych lub ich gestosé jest bardzo niska (10%-10° cfu/g). Endo-
fity dzieli si¢ na trzy grupy W zaleznos$ci od tego, czy do zycia i reprodukcji wymagaja
one tkanki roslinnej. Endofity moga by¢: i) obligatoryjne, ii) fakultatywne oraz iii) oka-
zjonalne. Obligatoryjne bakterie endofityczne pochodza z nasion i nie sa w stanie prze-
trwa¢ poza roéling. Bakterie fakultatywne powszechnie wystgpuja w glebie
i w odpowiednich warunkach kolonizuja rosling. Endofitami okazjonalnymi nazywany
mikroorganizmy, ktoére sporadycznie zasiedlaja tkanki roslin w celu zdobycia sktadni-
kow odzywczych i ochrony przed czynnikami zewng¢trznymi. Bakterie, ktore nie maja
zdolno$ci do infekowania i kolonizacji gospodarza roslinnego, moga przedostawacd sie
do wnetrza rosliny przez rany i peknigcia nablonka [3, 4, 5]. w wiekszosci zbadanych
przypadkéw endofity to bakterie promujgce wzrost roslin (PGPB, ang. Plant Growth-
Promoting Bacteria). Przynosza one bezposrednio korzysci ro§linom pomagajac im
W pozyskiwaniu sktadnikéw odzywczych (gtéwnie azotu, fosforu i zelaza) oraz popra-
wiajac wzrost roslin poprzez modulacj¢ hormonow zwigzanych ze wzrostem, takich jak
auksyny, cytokininy i gibereliny. Zwigzana ze stresem synteza ro$linnego etylenu moze
by¢ hamowana przez aktywnos¢ bakteryjnej deaminazy ACC. Endofity posrednio chro-
nig rosliny przed patogenami poprzez indukcje mechanizméw obronnych roélin (ISR),
dziatanie substancji antagonistycznych (np. antybiotykdw, enzymow litycznych) wobec
patogenow lub rywalizacje 0 miejsca kolonizacji i sktadniki pokarmowe [1, 6]. Udoku-
mentowano rowniez zastosowanie bakterii endofitycznych w procesie fitoremediacji
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srodowiska, usuwania ksenobiotykow i metali cigzkich oraz jako czynniki kontroli bio-
logicznej ro$lin [7]. Wykazano, Ze izolaty bakterii zrodzaju Serratia, pochodzace
z ro$lin, wytwarzaja substancje chemiczne promujace wzrost roslin, maja wlasciwosci
przeciwgrzybicze, sprzyjaja symbiontom wigzgcym azot oraz dziatajg jako patogeny
owadéw [8]. Dowiedziono, ze szczepy S. marcescens maja zdolnos¢ wywotywania
ogoélnoustrojowej odpornosci roslin na rézne patogeny i wykazuja dziatanie przeciw-
grzybicze przeciwko kilku grzybom glebowym. Przeciwgrzybicze dziatanie S. marce-
scens moze by¢ wynikiem wytwarzania enzymoéw degradujacych $ciane komorkowa
grzybow (chitynaz), atakze wynikiem produkcji antybiotykéw (prodigiozyna
i pirolnitryna) oraz sideroforow. Te wyniki sugeruja, ze S. marcescens moze by¢ stoso-
wana jako skuteczny $rodek biokontroli [9]. Co wiecej, niektore gatunki z rodzaju Serra-
tia, takie jaki S. proteamaculans, sa zdolne do syntezy IAA, deaminazy ACC i butan-
2,3-diolu, wplywajac na zwickszony rozwdj korzeni i pedow soi [7]. Bakterie z rodzaju
Serratia charakteryzujg sie ztozong budowa $ciany komoérkowej. Jako bakterie Gram-
ujemne posiadajg dwie btony: bton¢ wewnetrzng (IM) otaczajaca cytoplazme i btone
zewnetrzng (OM), ktora oddziela komorke bakteryjna od otoczenia. Te dwie btony ogra-
nicza przedziat komodrkowy zwany peryplazma, ktory zawiera peptydoglikan.
W przeciwienstwie do wielu bton biologicznych, OM wigkszosci bakterii Gram-
ujemnych nie jest dwuwarstwa fosfolipidowa. OM jest wysoce asymetryczng struktura,
ktora zawiera fosfolipidy w warstwie wewngtrznej i amfifilowe czgsteczki lipopolisacha-
rydu (LPS) w czesci zewnetrznej. LPS zajmuje co najmniej 70% powierzchni btony
zewngtrznej bakterii. LPS jest ztozony z trzech domen: lipidu A, oligosacharydu rdze-
niowego i antygenu O (fancuch O-swoisty). [10, 11]. Ze wzgledu na swoje potozenie
lipopolisacharyd moze wywotywac¢ reakcje obronne roslin lub tylko stymulowaé ich
system immunologiczny podwyzszajac ogolnoustrojowa odpornosci ro$lin na rézne
patogeny.

Cze$¢ eksperymentalna: Badano frakcje lipidows ihydrofilowa otrzymane z LPS
szczepu zaklasyfikowanego jako S. quinivorans. Szczep ten otrzymano z Katedry Mi-
krobiologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska US w Katowicach. Bakterie zosta-
Iy wyizolowane z korzeni wiesiotka rosnacego na terenach zanieczyszczonych aroma-
tycznymi weglowodorami wielopierScieniowymi W wojewodztwie $laskim. Bakterie
hodowano w ptynnej pozywce 79CA z napowietrzaniem (28°C, przez 4 dni) [12].
z hodowli pobrano 10 ml zawiesiny bakterii i przeznaczono do badan metodg PAGE wg
metody Apicella [13]. Bakterie odwirowano, aosad bakteryjny dwukrotnie ptukano
0,5 M NaCl i nast¢pnie poddano delipidacji jednofazowym uktadem rozpuszczalnikow
Bligh-Dyer [14]. Delipidowane komorki bakterii poddano hydrolizie w 1% kwasie oc-
towym (100°C, 3 godz.). Po ochtodzeniu zawieszono W dwufazowym uktadzie rozpusz-
czalnikéw wg Bligh-Dyer [14]. Po odseparowaniu faz i odrzuceniu resztek komorek
bakteryjnych oznaczano cukry w fazie wodno-metanolowej oraz aminocukry i kwasy
thuszczowe w fazie metanolowo-chloroformowej [14]. Lipid a obecny w fazie organicz-
nej poddano analizie uzywajac techniki MALDI-TOF [15].

Wyniki: Rozdzial PAGE-SDS lipopolisacharydu wyizolowanego metodg Apicella i in.

[13] z komérek S. quinivorans przedstawiono na rys.1. Wida¢ wyraznie odseparowane

podfrakcje czasteczek reprezentujgcych forme gtadka (S) i szorstkg (R) lipopolisachry-

du. Ich u$redniony ci¢zar czgsteczkowy oszacowano na podstawie wzorcowego LPS
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(LPS Salmonella enterica sv. Typhimurium o znanej budowie). Czasteczki formy S maja
ciezar ok. 10-15 kDa, a czgsteczki formy R ok. 3,5 kDa.

Tabela 1. Zawarto$¢ cukrow we frakceji polisacharydowej LPS Serratia quinivoran.

Czas Cukier zawarto$¢
retencji (%)
(min.)
13,924 Ramnoza (Rha) 27,74
18,755 Mannoza (Man) 23,29
18,917 Glukoza Glc) 12,84
19,059 Galaktoza (Gal) 10,29
21,609 Glukozamina 2,47
(GlcN)
22,476 D-glicero-D- 4,20
mannoheptoza (D-
D-Hep)
23,016 L-glicero-D- 19,15
mannoheptoza (L-
D-Hep)

Rys. 1. Elektroforeza PAGE-SDS LPS Serratia quinivorans.. Preparat LPS S. quinivorans nanoszono
W objetosciach: 2 - 0,5 ul; 3 - 0,75 pl; 4 - 1 pul; 1 - LPS Salmonella enterica sv. Typhimurium (wzorzec).
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Rys. 2. Widmo mas (El MS) octanowej pochodnej estru metylowego kwasu 3-hydroksymirystynowego wyizo-
lowanego z LPS S. quinivorans. We wstawce przedstawiono schemat powstawania jonéw indykatorowych.

Preparat octanow alditoli otrzymany z monosacharydéw uwolnionych hydrolitycznie
z frakcji polisacharydowej LPS S. quinivorans analizowano metoda GLC-MS. ldentyfi-
kacje octanow alditoli oparto na porownaniu ich czaséw retencji z czasami retencji wy-
znaczonymi dla standardéw. Rodzaje cukrow ustalono dzigki analizie ich spektréw mas.
Pola powierzchni pod pikami chromatograficznymi postuzyly do okreslenia procentowe;j
zawartos$ci zidentyfikowanych cukrow. Wyniki tej analizy zebrano w tabeli 1. We frakcji
lipidowej stwierdzono obecnos$¢ kwasow: mirystynowego (14:0), palmitynowego (16:0),
stearynowego (18:0) oraz kwasu 3-hydroksymirystynowego. Widmo mas 3-O-octanu
estru metylowego tego zwigzku przedstawia rys. 2. Jedynym sktadnikiem cukrowym
wykrytym w tym preparacie jest glukozamina. Masy czasteczkowe r6znych form lipidu
a S. quinivorans okre$lono technika MALDI-TOF uzywajac spektrometru Synapt G2-Si
HDMS firmy Waters. Na widmie mas rejestrowanym w trybie jonow ujemnych domi-
nowaly jony: 1279,86, 144585, 1576,92, 1716,28 i11796,21 m/z. Ostatniej
Z prezentowanych wartosci mozna przyporzadkowaé nastgpujacy wzor sumaryczny:
CosH177N2055P,

Whioski: Przeprowadzone badania chemiczne lipopolisacharydu S. quinivorans wska-
ZUja, ze jest on zbudowany z heksoz (Glc, Man, Gal), deoksyheksozy (Rha). w oparciu o
wyniki przegladu literatury [10] mozna przypuszczaé, ze wykryte heptozy sa sktadnika-
mi  czgSci  rdzeniowej LPS. Porownujac  sktad  jakoSciowy  lipidu
a z rozktadem mas jego réznych form (widmo mas MALDI-TOF) nasuwa si¢ przypusz-
czenie, ze struktura lipidu a S. quinivorans jest analogiczna jesli nie identyczna do struk-
tury lipidu a opisanego dla Escherichia coli iinnych enterobakterii. Badania sktadu
chemicznego LPS S. quinivorans sg wstepem do dalszych badan strukturalnych.

Praca powstala w ramach realizacji projektu OPUS 19 finansowanego ze $rodkow

NCN (umowa nr: UMO-2020/37/B/NZ8/00855).
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WYKORZYSTANIE TECHNIK ANALITYCZNYCH
w BADANIACH STRUKTURALNYCH BAKTERYJNYCH
LIPIDOW A

A. DRABIK, J. DZIEDZIC, K. ZAMLYNSKA, UMCS, Wydziatl Biologii
i Biotechnologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Wiekszos¢ bakterii Gram-ujemnych syntetyzuje lipopolisacharyd (LPS),
ktory stanowi integralng cze$¢ ich $cian komorkowych [1]. Czasteczki LPS majg pod-
stawowe znaczenie dla przetrwania bakterii w srodowisku naturalnym. Rownocze$nie,
LPS jako adhezyna niefimbrialna warunkuje kolonizacj¢ organizmu eukariotycznego, co
jest niezbedne W procesie patogenezy [2] badz podczas nawigzania efektywnej symbiozy
[3]. Kompletny LPS zbudowany jest z trzech domen: lipidu A, oligosacharydu rdzenio-
wego (COS) i polisacharydu O-swoistego (OPS). Kazda z tych czgéci charakteryzuje
odmienny szlak biosyntezy, struktura chemiczna oraz wiasciwosci biologiczne. LPS
sktadajacy si¢ z wyzej wymienionych trzech domen to tzw. forma gtadka (LPS-S). LPS
pozbawiony tancucha O-swoistego okreslany jest jako forma szorstka (LPS-R). Sa tez
formy posrednie LPS-SR (rys.1). Naturalng cechg bakterii jest heterogennos¢ LPS [4].
W ponizszej pracy przedstawiono wybrane techniki analityczne pozwalajace na badania
strukturalne lipidu A, hydrofobowej domeny LPS. Nalezg do nich: chromatografia ga-
zZowo-cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas (GLC-MS), technika spektrometrii mas
(MS) oraz spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).

Woprowadzenie: Lipid A uwazany jest za najbardziej konserwatywna czes¢ LPS. Dzigki
swoim wlasciwosciom hydrofobowym oraz oddziatywaniom elektrostatycznym kotwiczy
calg czasteczke LPS w membranie zewngtrznej (OM) bakterii. W jego strukturze wyrdznia
si¢ polarny element cukrowy tzw. szkielet cukrowy, zbudowany na bazie D-glukozaminy (D-
GIcpN), badz na bazie 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukozy (D-GIcpN3N) [5,6]. Szkielet
cukrowy moze by¢ dodatkowo modyfikowany przez inne podstawniki (np. kwasy uronowe
reszty fosforanowe). Modyfikacjom mogg podlega¢ takze same aminocukry szkieletowe (np.
poprzez utlenienie). Do grup aminowych D-GIcpN3N i D-GlcpN oraz w pozycjach C-3 i C-3°
D-GIcpN zazwyczaj przytaczone sg pierwszorzedowe 3-hydroksykwasy ttuszczowe, rzadziej
3-oksokwasy. Ich dlugo$¢ wynosi od 12 do 20 atoméw wegla. Dodatkowo grupy hydroksy-
lowe tych kwaséw moga by¢ podstawione przez tzw. drugorzedowe kwasy thuszczowe (rys.
2). Od ilosci i dlugoscei przytaczonych kwasow thuszezowych do szkieletu lipidu a zalezy tzw.
wzor acylacji, ktory jest podstawa klasyfikacji tych struktur. W zwigzku z powyzszym wy-
roznia si¢ lipidy A: heptaacylowe (zawierajace 7 reszt acylowych) np. u Acinetobacter radio-
resistens [7] oraz odpowiednio heksaacylowe obecne np. u Escherichia coli [6], pentaacylo-
we np. u Pseudoalteromonas haloplanktis TAC 125 [8], tetraacylowe u Pseudoalteromonas
issachenkonii [9], a nawet triacylowe u Porphyromonas gingivalis [10].
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Rys. 1. Ogolny schemat budowy lipopolisacharydu bakterii Gram-ujemnych.

Odpowiednia struktura lipidu a decyduje o aktywnosci biologicznej i toksyczno$ci
LPSu. Hexaacylowany lipid a E. coli (rys. 2) jest bardzo silnym agonista wrodzonej
odpornosci immunologicznej u ludzi [11]. Lipid a wbudowujac sie do kompleksu recep-
torowego TLR4-MD2, ktory znajduje si¢ migdzy
innymi na powierzchni makrofagow i komorek
$roédbtonka, uruchamia kaskade sygnalowa, po-
wodujac wzmozong synteze czynnikéw prozapal-
nych (IL-1B, IL-6, TNF) [12]. Nadmierna akty-
wacja makrofagdw moze doprowadzi¢ do wstrza-
su septycznego, w wyniku ktoérego dochodzi do
uszkodzenia tkanek gospodarza oraz niewydolno-
$ci wielonarzadowej [13]. w przypadku bakterii
symbiotycznych ~ wlasciwa  struktura lipidu
a warunkuje odpowiednie wlasciwosci blony
zewnetrznej, niezbedne W nawigzaniu efektywnej
symbiozy. Badania wykazaly, ze mutanty pozba-
wione  strukturalnych  komponentow  lipidu
atakich  jak: dhugotancuchowe (0-1)- )
hydroksykwasy i hopanoidy, charakteryzowaly M -»ci~

si¢ zwickszong wrazliwo$cia na czynniki streso- ® - reszia fosfarsnews

genne. Rosliny nimi zainfekowane wykazywaty  Rys.2. Schemat budowy lipidu a E. coli [6].
typowe objawy ,,gtodu” azotowego, badz posia-

daty puste brodawki korzeniowe [14, 15, 16]. Lipopolisacharyd ekstrahuje si¢ z masy
bakteryjnej 45% fenolem wtemp. 68°C wg klasycznej metody opisanej przez
Westphal’a i Jann’a w modyfikacji Johnson’a i Perry’ego [17]. w celu uwolnienia lipidu
aotrzymany LPS zostaje poddany tagodnej kwasnej hydrolizie np. w 1% kwasie octo-
wym. Po czym hydrolizat zostaje doprowadzony do 2-fazowego uktadu Blight-Dyer
[18]. w fazie hydrofilowej (wodnej) znajduje si¢ tzw. degradowany polisacharyd (dgPS),
a faza hydrofobowa (organiczna) zawiera lipid a (rys. 3). Oczyszczony lipid a zostaje
poddany analizom strukturalnym. w tym celu nalezy ustali¢ sktad szkieletu cukrowego,
liczbe irodzaj kwasow thuszczowych, sposob polaczenia poszczegdlnych elementow
lipidu A, jak rowniez zidentyfikowa¢ dodatkowe komponenty wchodzace w sktad lipidu
anp. reszty fosforanowe, czy etanoloaming. We wstepnych badaniach strukturalnych
niezwykle uzyteczne sg techniki chromatograficzne, szczegdlnie chromatografia gazo-
Wo-cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas (GLC-MS). Technika ta pozwala na okre-
$lenie sktadu chemicznego lipidu A. Zastosowanie GLC-MS wymaga uprzednio prze-

14
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prowadzenia wielu czynno$ci majacych na celu rozdzielenie poszczegdlnych elementow
wchodzacych w sktad lipidu a oraz przeksztatcenie ich w lotne pochodne. Cukry wcho-
dzace w sktad szkieletu lipidu a analizuje si¢ W postaci octanow alditoli lub w postaci
glikozydow. Natomiast kwasy tluszczowe analizowane sa W postaci estrow kwasow
thuszczowych. w zaleznosci od pochodnej zwigzku pierwotnego rozdzialy chromatogra-
ficzne przeprowadza si¢ W warunkach izotermicznych badz w gradiencie temperatur.
Identyfikacji pochodnych zwiazkéw pierwotnych dokonuje si¢ wykonujac analize po-
réwnawczg ich czasow retencji z czasami retencji odpowiednich wzorcow analizowa-
nych w tych samych warunkach, jak réwniez poréwnujac ich widma mas [19]. Technika
GLC-MS dostarcza informacji na temat poszczegdlnych sktadnikow lipidu A, co stano-
wi podstawe do dalszych badan nad tg czasteczka, z wykorzystaniem techniki spektro-
metrii mas (MS) oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).

LPS

Lagodna kwasna hydroliza

| |
dgPS Lipid A

Rys. 3. Schemat ilustrujacy odtaczenie lipidu a od lipopolisacharydu.

Spektrometria MALDI-TOF MS (spektrometria mas czasu przelotu z jonizacja przez
desorpcje laserowa W asyscie matrycy) umozliwia analiz¢ czasteczek o duzych masach,
nawet powyzej 300 kDa. w zwigzku z tym MALDI-TOF MS jest czgsto wykorzystywa-
na w analizie lipidow A. w metodzie tej powstaja trwate pseudomolekularne jony zwy-
kle obdarzone pojedynczym tadunkiem. Jonizacja jest na tyle fagodna, Ze jony te prak-
tycznie nie ulegajg dalszej fragmentacji. Widma wykonuje si¢ W trybie jondw dodatnich
badz ujemnych. Na widmie jonéw dodatnich widoczne sa gltéwnie jony pozorne
[M+Na]*, [M+K]" oraz [M+H]*. Na widmach jonéw ujemnych najczesciej sygnaty po-
chodza od jonow powstajacych przez deprotonizacje czasteczki macierzystej. Zapisuje
si¢ je W nastepujacy sposob: [M-H]. Analizg¢ MALDI-TOF MS wykonuje si¢ zar6wno
dla natywnego lipidu A, jak réwniez O-deacylowanego lipidu A, czyli pozbawionego
estrowo zwigzanych kwasow tluszczowych. Jonizacja MALDI okre$lana jest jako fa-
godny spos6b jonizacji, jednak mimo to czg$¢ czasteczek lipidu a ulega fragmentacji.
Dzigki obecnosci jonow fragmentacyjnych mozliwe jest wstepne ustalenie rozmieszcze-
nia kwasow thuszczowych w lipidzie A. Aby dokladnie ustali¢ polozenie kwasow
w lipidzie a wykonuje sie celowsg fragmentacje wybranych jonow (MS/MS) [20].
Ustalenie kompletnej struktury lipidu a wymaga, aby powyzsze dane zostaty uzupeia-
ne o analiz¢ lipidu a z wykorzystaniem techniki NMR. Wykonywane sa widma 1D oraz
2D homojadrowe (1H,1H DQF-COSY, TOCSY, NOESY) i heterojadrowe (1H,13C
HSQC, HMQC, HMBC). Analiza widm NMR pozwala na potwierdzenie danych ustalo-
nych metodami MS oraz na okreslenie konfiguracji anomerycznej reszt cukrowych oraz
sposobu potaczenia poszczegolnych sktadnikow szkieletu lipidu a [21].

Whioski: Techniki GLC-MS, spektrometrii mas MALDI-TOF MS oraz spektroskopii
NMR sag nieocenionym narzgdziem W badaniach strukturalnych lipidéw A. Znaczaco
usprawnily badania nad tymi molekutami. Znajomo$¢ struktury bakteryjnych lipidow
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a przyczynia si¢ do wyjasnienia molekularnych mechanizméw oddziatywan pomigdzy
bakterig, a komorka eukariotyczng. Zestawienie informacji na temat struktur lipidow
a patogenow bakteryjnych umozliwia wybor optymalnych metod zapobiegania jak
i leczenia chorob wywotywanych przez bakterie Gram-ujemne.
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ZASTOSOWANIE METOD SPEKTROSKOPOWYCH
w BADANIACH MINERALOW

P. MALINOWSKA, W. SOFINSKA-CHMIEL, M. DREWNIAK, M. KUSMIERZ,
A. CHABROS, UMCS, Wydziat Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Laboratorium
analityczne, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: W prezentowanej pracy opisano metody identyfikacji mineratow i kamieni
ozdobnych. Dokonano analizy chemicznej mineralu z gromady siarczandéw o nazwie
celestyn. Zastosowano technike dyfrakcji rentgenowskiej XRD, spektroskopi¢ XPS oraz
spektroskopie FTIR. Na podstawie otrzymanego dyfraktogramu oraz bazy danych dy-
frakcyjnych ICDD PDF4+2020 dokonano identyfikacji fazy krystalicznej obecnej
w badanej probce. Przeprowadzono réwniez badania spektroskopowe XPS, ktore po-
zwolily na oznaczenie sktadu pierwiastkowego badanej probki oraz wyznaczenie wigzan
chemicznych, jakie tworza pierwiastki wchodzace w sktad badanego mineratu. Wykona-
no réwniez badania spektroskopowe FTIR. Przeprowadzone badania pozwolity na jed-
noznaczne okre$lenie sktadu chemicznego badanej probki. Identyfikacja zastosowanymi
metodami wykazata obecnos¢ siarczanu strontu — celestynu.

Whprowadzenie: Jedng z metod stosowanych do identyfikacji mineratow i kamieni oz-
dobnych jest dyfrakcja rentgenowska XRD. z jej pomoca uzyskujemy informacje na
temat struktury krystalicznej i sktadu fazowego badanych materialow polikrystalicznych.
w technice tej wykorzystywane jest promieniowanie rentgenowskie. Fala elektromagne-
tyczna zostaje ugigta na strukturach periodycznych, zjawisko to wykorzystywane jest
w tej metodzie. w celu obserwacji tego efektu nalezy zastosowaé porownywalng dhugosé
fali rozpraszanej ze statymi sieci krystalicznej (rzedu A). Kolejng metoda pozwalajaca
na identyfikacj¢ mineratow i kamieni ozdobnych jest spektroskopia elektronowa XPS.
Pozwala ona na okreslenie sktadu pierwiastkowego i identyfikacje charakterystycznych
wigzan chemicznych obecnych w probce. Badania metoda XPS przeprowadzane sa
w komorze prozniowej spektrometru. Technika ta polega na naswietlaniu probki mono-
chromatycznym promieniowaniem rentgenowskim. w przypadku, gdy energia fotonu
przewyzsza energi¢ wigzania elektronu w atomie istnieje prawdopodobienstwo przyjecia
energii przez elektron iwybicia go z powloki (tzw. zjawisko fotoelektryczne). Jezeli
wybicie nastgpito z atomu znajdujgcego sie dostatecznie blisko powierzchni, aby fotoe-
lektron zmierzajac do powierzchni nie ulegl nieelastycznym zderzeniom, taki elektron
moze opusci¢ material bez strat energii, trafiajac do analizatora energii. Nast¢pnie ulega
rejestracji przez detektor, w wyniku czego uzyskiwane sg charakterystyczne piki. Spek-
troskopia elektronowa jest metoda powierzchniowa. Grubo$¢ warstwy z ktorej elektrony
opuszczaja materiat bez strat energii kinetycznej jest rowna 3, gdzie A oznacza $rednia
droge swobodnych elektronow. Rzeczywisty zasieg analizy wynosi kilka nanometrow
glebokosci. Spektroskopia w podczerwieni jest jedng z najtanszych oraz najszybszych
metod identyfikacji mineratow. Wiekszo$¢ zwigzkéw wykazuje charakterystyczng ab-
sorpcje promieniowania W obszarze spektralnym IR. Metoda ta bada absorpcje promie-
niowania zwigzang ze wzbudzeniem poziomow oscylacyjnych czgsteczek. W spektro-
metrach FITR najczgéciej wykorzystywany jest zakres S$redniej podczerwieni:
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400-4000 cm™. W prezentowanej pracy dokonano analizy chemicznej mineralu
z gromady siarczanéw o nazwie celestyn.

Tabela 1.Charakterystyka badanego materiatu — celestynu.
Nazwa i wzor chemiczny Zdjecie Obraz SEM

-

il

Celestyn
SrSO,

~

N *;,( &

e—————ye— |

Minerat ten zbudowany jest z siarczanu(VI) strontu. Wystepuje w Kilku odmianach
barwnych: niebieskawobiatej, bezbarwnej, bladorézowej czy zielonkawej. Twardo$é
tego mineratu w skali Mohsa mie$ci si¢ W zakresie od 3 do 3,5. Jest to kamien przezro-
czysty o wspoétczynniku zatamania $wiatta 1,601-1,855. Jego dwojlomno$¢ wynosi
0,010-0,012. Charakteryzuje si¢ gestoscig W zakresie 3,97-4,00 [1]. Celestyn jest jednym
Z najczgsciej wydobywanych mineralow zawierajacych stront. Stosowany jest jako mate-
rial wyjsciowy do produkcji réznych chemikaliow strontu jak SrCOj3 czy SrCl; [2].

Cze$¢ eksperymentalna: Badania dyfrakcyjne XRD wykonano przy uzyciu dyfrakto-
metru rentgenowskiego Empyrean, PANalytical. W celu przygotowania probki do anali-
zy, utarto ja W mozdzierzu agatowym do otrzymania proszku. Preparat przeniesiono do
kuwety iwyrdéwnano jego obszar przy pomocy niewielkiego nacisku. Analizowang
probke umieszczono w uchwycie goniometru i wykonano pomiar. W metodzie tej poto-
zenia i natezenia reflekséw okre$la model struktury krysztatu, a szeroko$ci i ksztatty
tych refleksow sg powigzane zalezno$ciami empirycznymi. Zmienne dopasowywane sa
tak aby model dyfraktogramu byt zgodny z danymi do$wiadczalnymi. Do wykonania
badania za pomoca spektroskopii elektronowej XPS wykorzystano wielokomorowy
system analityczny UHV - Prevac. Probka zostata zamontowana na nosniku molibdeno-
wym. Nastepnie poddano ja odgazowaniu do statej wielkosci prozni rzedu ~5x10® mbar,
w Sluzie zaladowczej systemu UHV. Po wprowadzeniu do komory analitycznej systemu
UHYV, przeprowadzono analize¢ XPS. Przy uzyciu monochromatycznego zrodta promie-
niowania AlKa wzbudzono fotoelektrony. Uzyte promieniowanie posiada charaktery-
styczng linie AlKa i energie 1486,7 eV.

W celu generacji promieniowania wykorzystano lampe VG Scienta SAX 100 z anodg
aluminiowa i monochromatora VG Scienta XM 780. w trakcie zbierania widm XPS
probki byly rownoczes$nie naswietlane niskoenergetycznym zrodiem elektronow EFG
(Elektron Flood Gun (E=2V, 1e=200uA)) celem eliminacji elektrostatycznego fadowania
si¢ preparatu. W trakcie pomiaru utrzymywano prozni¢ W komorze analitycznej na po-
ziomie minimum 2x10® mbar. w celu wykonania pomiaréw za pomoca spektroskopii
w podczerwieni FITR wykorzystano spektrometr FITR Thermo Nicolet 8700
Z przystawka Smart Orbit'™ diamond ATR i detektora DTGS (Deuterated Triglycine
Sulphate). Detektor DTGS gwarantuje stato$¢ sygnatu w zakresie spektralnym $redniej
podczerwieni 4000-400 cm™. Widma rejestrowano z uzyciem przystawki z krysztatem
diamentowym, bezposrednio z powierzchni probki w temperaturze pokojowej. Uzyskane
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widma poddano korekgcji linii bazowej, korekcji ATR i skalowanej normalizacji. Dzigki
temu otrzymane widma sg rownowazne widmom transmisyjnym.

Wyniki: W celu identyfikacji faz krystalicznych badanego mineratu przeprowadzono
badania dyfrakcyjne metodg XRD. W tym celu wykonano dyfraktogram badanej probki.
Wyniki badan przedstawiono na rysunku 1 oraz w tabeli 2.
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Rys. 1. Dyfraktogram XRD probki celestynu.

Tabela 2. Porownanie otrzymanego dyfraktogramu probki celestynu z bazg danych dyfrakcyjnych ICDD
PDF4+2020.

Lp Kod referencyjny Nazwa Wzér chemiczny Zawartos¢ %

1 04-006-8844 Siarczan(VI) strontu SrSO,4 100

Przeprowadzone badania wykazaty 100 % dopasowania badanego materiatu do siarcza-
nu strontu. Poréwnanie dyfraktogramu celestynu z baza danych dyfrakcyjnych ICDD
PDF4+2020 wykazaly, ze gtéwnym i jedynym sktadnikiem badanej probki jest siarczan
strontu (SrSOy).

Tabela 3. Sklad pierwiastkowy probki celestynu wyznaczony metoda XPS na podstawie widma

w szerokim zakresie energii wigzania.
Nazwa Pozycja Pole powierzchni % atomowy
Cc1 279,7 2179,870 17,5
O1s 531,7 5758,280 46,3
S2p 168,7 2170,550 17,5
Sr 3d 134,2 2326,330 18,7

Tabela 4. Sktad pierwiastkowy probki celestynu z identyfikacja charakterystycznych wigzan chemicznych
wyznaczonych na podstawie widm wykonanych w waskim zakresie energii wigzania [3-4].

Nazwa Pozycja pole powierzchni % atomowy Faza
O1lsA 531,97 107,928 96,7 SO,
O1lsB 533,78 3,659 33 0,/ H0
S2p3/2 168,74 42,8119 50,53 SrSO,
S2p1/2 169,96 41,9058 49,47 SrSO,

W celu oznaczenia sktadu pierwiastkowego probki celestynu wykonano réwniez badanie
za pomocg spektroskopii elektronowej XPS: widmo przegladowe oraz widma w waskim
zakresie energii wigzania dla tlenu oraz siarki. Uzyskane wyniki badan przedstawiono

w tabeli 3 i 4. Przeprowadzone badania wykazaty na powierzchni probki obecnos$¢ wegla
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(17,5%), tlenu (46,3%), siarki (17,5) oraz strontu (18,7%). Dodatkowo analiza wykazata
obecnos¢ wegla, ktory prawdopodobnie stanowi zanieczyszczenie badanego materiahu.
Stwierdzono obecnos¢ tlenu w formie grup SO, (96,7%) oraz O, / H,O (3,3%). Badania
wykonane dla strontu potwierdzity obecnos$¢ siarczanu strontu W badanej probee. Siarka
obecna w badanym materiale w 100% pochodzi z SrSO, Probke celestynu poddano
rébwniez badaniom za pomoca spektroskopii w podczerwieni FTIR-ATR iwykazano
obecno$é pasm charakterystycznych dla grup SO.* przy potozeniu 1069,13 cm™ oraz
jonow Sr¥*przy potozeniu 991,03 cm™ [5] (rys. 2.).
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Rys. 2. Widmo FTIR-ATR probki celestynu.

Whioski: Celestyn — minerat z gromady siarczanow jest szeroko rozpowszechniony
W przyrodzie. Stanowi gtoéwne zrodto otrzymywania strontu. Znajduje rowniez zastoso-
wanie w przemysle szklarskim, ceramicznym, pirotechnice, energetyce jadrowej oraz
jako kamien ozdobny w jubilerstwie. Ze wzgledu na szerokie zastosowanie tego minera-
hu bardzo wazna jest jego szybka i prosta identyfikacja. Przeprowadzone badania tech-
nikg dyfrakcji rentgenowskiej pozwolity na okreslenie fazy krystalicznej badanego mi-
neralu. Wykonane badania wykazaly, iz 100% fazy krystalicznej stanowi SrSO, Badania
XPS potwierdzily sktad pierwiastkowy badanego mineralu oraz obecno$¢ wiazan cha-
rakterystycznych dla siarczanu (VI) strontu. Dopelnieniem badan potwierdzajacych
strukture badanego materiatu byla spektroskopia FTIR ktora wykazata obecno$¢ grup
charakterystycznych dla SrSO, Przeprowadzone badania pozwolily na jednoznaczng
identyfikacj¢ badanego mineratu.
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ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII HPAEC-PAD
do OZNACZANIA AKTYWNOSCI LITYCZNEJ
MONOOKSYGENAZY POLISACHARYDOWEJ

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

Abstrakt: Chromatografia to szeroko rozpowszechniona technika analityczna, stosowa-
na do identyfikacji substancji oraz ich ilo§ciowej analizy. Wysokosprawna chromatogra-
fia cieczowa (HPLC) ze wzgledu na wysoka czutos¢ i specyficznosc¢ jest stosowana do
oznaczen niemal wszystkich najwazniejszych biomolekul. Wazna odmiang HPLC jest
wysokosprawna chromatografia anionowymienna z impulsowa detekcja amperome-
tryczng (HPAEC-PAD). Metoda ta jest szeroko stosowana do oznaczania weglowoda-
néw, W tym cukrow prostych, oligosacharydow oraz kwaséw cukrowych (np. kwasu
sjalowego). Lityczna monooksygenaza polisacharydowa (LPMO) to enzym nalezacy do
klasy oksydoreduktaz, ktory w ostatnich latach cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowa-
niem, ze wzgledu na ogromny potencjat aplikacyjny. Chromatografia HPAEC-PAD jest
podstawowa technikg uzywang w celu oznaczenia aktywnosci LPMO, atym samym
narzegdziem niezbednym do badan nad biotechnologicznym zastosowaniem tego biokata-
lizatora. Praca ma charakter przegladowy, a jej celem jest przedstawienie dotychczaso-
wej wiedzy na temat oznaczania aktywnosci litycznej monooksygenazy polisacharydo-
wej z wykorzystaniem chromatografii HPAEC-PAD.

Whprowadzenie: Chromatografia cieczowa (ang. Liquid Chromatography) (LC) to tech-
nika analityczna stuzaca do rozdzialu badanej mieszaniny na poszczegdlne sktadniki
z uzyciem kolumny wypetnionej ztozem [1]. Ze wzgledu na szereg zalet metoda ta cie-
szy sie ogromng popularnoscia i jest powszechnie stosowana zaréwno w warunkach
laboratoryjnych jak i przemystowych. Mozemy wyr6zni¢ szereg odmian chromatografii
cieczowej, w tym adsorpcyjng, wykluczania, podziatowg oraz jonowymienng [2]. Ostat-
nia z nich jest migdzy innymi wykorzystywana do oznaczania aktywnosci enzymatycz-
nej biokatalizatora - litycznej monooksygenazy polisacharydowej (LPMO). Klasyczny
uktad chromatograficzny sktada z badanej probki, fazy stacjonarnej (ztoza) oraz z fazy
ruchomej (eluentu) [1-3]. Istota chromatografii jest rozdzial probki w zaleznosci od
powinowactwa badanej substancji wzgledem obydwu faz, a jego stopien uwarunkowany
jest sktadem badanej mieszaniny. Preparaty posiadajace duze powinowactwo do ztoza
przemieszczaja si¢ wolniej W stosunku do czasteczek o wigkszym powinowactwie do
eluentu [1,2]. Celem LC jest rozdziat sktadnikow badanej probki z wykorzystaniem
oddziatywan mi¢dzyczasteczkowych analizowanej mieszaniny, a faza stacjonarna.
Jonowymienna chromatografia cieczowa (ang. ion exchange chromatography, IEC) jest
jedna z najbardziej popularnych metod rozdziatu mieszanin wielosktadnikowych. Istota
IEC jest odwracalna reakcja absorpcji makromolekut obdarzonych tadunkiem elektrycz-
nym na ztozu jonowymiennym [3]. Rodzaj chromatografii jonowymiennej, ktory cieszy
si¢ coraz wigkszym uznaniem wséréd naukowcow, to wysokosprawna chromatografia
jonowymienna z impulsowa detekcja amperometryczng (HPAEC-PAD).
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HPAEC-PAD (ang. high-performance anion-exchange chromatography-pulsed ampe-
rometric detection)to metoda dedykowana do proceséw separacji i wykrywania weglo-
wodanow [4,5]. Wysokosprawna chromatografia anionowymienna (HPAEC) stosowana
jest do oddzielania sktadnikéw oznaczanej probki (analitoéw), ktore ulegaja jonizacji
w warunkach wysokiego pH [4]. Odbywa si¢ to dzigki eluentom na bazie wodorotlen-
kow i silnej anionowymiennej fazie stacjonarnej [7]. Wykorzystanie no$nikéw o niepo-
rowatej strukturze umozliwia wysoce efektywne rozdzielenie szerokiej gamy weglowo-
danéw, w tym rozgalezionych oligosacharydéw [6]. Jedna z metod detekcji umozliwia-
jaca iloSciowg analize badanych zwigzkow jest pulsacyjna detekcja amperometryczna
(PAD), pozwalajaca wykrywanie mato aktywnych analitow [7]. Metoda ta opiera si¢ na
zastosowaniu trojstopniowych przebiegéw potencjatu do wiaczenia detekcji amperome-
trycznej z naprzemienng polaryzacjg anodowsg i katodowa W celu oczyszczenia i reakty-
wacji powierzchni elektrod. Zjawisko to umozliwia utrzymanie jednolitej aktywnoS$ci
elektrody do wykrywania zwigzkoéw organicznych, ktore sa postrzegane jako substancje
zanieczyszczajace elektrody wykonane z metali szlachetnych [8]. Co wiecej, dzigki PAD
mozliwa jest identyfikacja analitéw niewykrywalnych przez detekcje fotometryczng
w ultrafiolecie (UV), takich jak organiczne zwigzki alifatyczne i weglowodany [9].
HPAEC-PAD stanowi popularng alternatywe dla analizy oligosacharydéw technika
LCMS. Po raz pierwszy zastosowano ja W latach 80 — tych do analizy biatek glikozylo-
wanych, jednak sukces tej techniki wynika z wysokiej rozdzielczosci czutego wykrywa-
nia sacharydow, bez potrzeby modyfikacji struktury analitow (derywatyzacji) [10]. Li-
tyczna monooksygenaza polisacharydowa (LPMO) to enzym, ktory W ciggu ostatnich lat
zrewolucjonizowal proces rozkladu biomasy roslinnej. Ta oksydoreduktaza (EC
1.14.99.54) zawiera w centrum aktywnym jon miedzi koordynowany przez uklad histy-
dynowy [11]. LPMO katalizuje reakcje¢ oksydacyjnego rozszczepienia wigzan glikozy-
dowych polisacharydéw w obecnosci zewngtrznego donora elektronow (np. dehydroge-
nazy celobiozowej czy kwasu askorbinowego). Wystepuje W sekretomie owadow, bakte-
rii oraz grzybow [11,12]. Enzym ten z powodzeniem moze zosta¢ zastosowany jako
narzgdzie biotechnologiczne W wielu gateziach przemystu np. przy produkcji nanocelu-
lozy, recyklingu biomasy roslinnej czy w biorafinerii [12,13,14]. Mechanizm dziatania
LPMO oparty jest na reakcji utleniania okreslonego substratu (np. celulozy) [11].
w zalezno$ci od typu biokatalizatora moze on oksydacyjnie rozszczepia¢ wigzanie gliko-
zydowe przy weglu C1 lub C4. Niektore LPMO przeprowadzaja reakcje W taki sposob,
ze powstajg zardéwno produkty Cl1, jak i C4 [15]. Najbardziej powszechne metody iden-
tyfikacji zwigzkow otrzymanych w wyniku degradacji biomasy lignocelulozowej przez
LPMO opierajg si¢ przede wszystkim na chromatografii cieczowej. Dominujaca technikg
jest chromatografia HPAEC-PAD umozliwiajaca jednoczesng analiz¢ natywnych
i utlenionych oligosacharydéw. Dzigki tej metodzie mozliwa jest analiza wszystkich
typow produktow powstajacych w wyniku reakcji utleniania polisacharydéw w obecno-
$ci LPMO [16]. Wybrane warunki chromatografii zostaty przedstawione w tabeli ponizej
(tab. 1).
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Tab. 1. Wybrane warunki chromatografii HPAEC-PAD w oznaczeniach aktywno$ci LPMO w oparciu

o0 dane literaturowe [16,18,19].

Literatura
18] 18] [20] 21] 1]
Substrat Celulozowy Celulozowy Celulozowy [Hemicelulozowy|Hemicelulozowy
CarboPac PA1 CarboPac PA1 | CarboPac PAl
Kolumna 2% 250 mm CarboPac PA1 | CarboPac PA1 2% 250 mm 2% 250 mm
CarboPac PA1 2% 50 mm 2 % 250 mm CarboPac PA1 | CarboPac PA1
2% 50 mm 2% 50 mm 2% 50 mm
Eluent A 0.1M NaOH
1 M NaOAc
Fluent B w 0.1 M NaOH
Gradient
Gradient Podwojny Gradient C.wradlfant mieszajacy
.. . 4 .. . mieszajacy eluent A z
liniowy i gradient liniowy i
wyktadni wyktadni wyktadni eluent A 7 eluentem B —
bt ez bt ez bL czy eluentem B wersja
. skrocona
Elucja g. liniowy g. liniowy Omin. 100% A | 0 min. 100% A
0min. 100% A . W o | Omin 100%a | O 10070 . 20
10 min. 90% A Omin. 100% A 10 min. 90% A 35min. 90% A | 10 min. 90% A
L 5.2min. 70 % A| o .| 60min. 70% A | 15 min. 86% A
25min. 70% A . g. wykiadniczy . .
. . 6 min. 0% A - j 65 min. 0% A | 16 min. 70% A
2. wykladniczy 22 min. 83.1%A] 66 min. 100% A| 18 min. 0% A
30 min. 0% A 23 min. 0% A fn. 1007 fun. 0o
Regeneracj
egeuﬂm‘_]a 9 min. 4 min. 15 min. 9 min. 9 min.
Kolumny

Badania pokazuja, ze wysokosprawna chromatografia jonowymienna z impulsowa de-
tekcjg amperometryczna, ze wzgledu na doskonata czutoé¢ i wysoce efektywna separa-
cje¢, jest najlepsza metoda analizy oligosacharydéw utlenionych przez lityczne monook-
sygenazy polisacharydowe [16,17].

Whioski: Lityczne monooksygenazy polisacharydowe to enzymy, ktore W ciggu ostat-
nich 15 lat sg intensywnie badane przez naukowcow na catym $wiecie. Dzigki ich wta-
$ciwo$ciom i ogromnym potencjalne aplikacyjnym przypuszcza si¢, ze te biokatalizatory
mogg zrewolucjonizowac¢ proces rozktadu polisacharydow. Wraz z postgpem badan nad
LPMO wzrosto zainteresowanie chromatografia HPAEC-PAD. Metoda ta umozliwia
okreslenie wydajnosci procesu degradacji biomasy lignocelulozowej przez lityczne mo-
nooksygenazy polisacharydowe. w $wietle przytoczonych informacji niezbedne sg dal-
sze badania dotyczgce wykorzystania metod chemicznych, w tym wysokosprawnej
chromatografii jonowymiennej z impulsowa detekcja amperometryczna, do oznaczania
aktywnos$ci enzymatycznej litycznej monooksygenazy polisacharydowej. LPMO to
zwigzek o ogromnym potencjale biotechnologicznym, a czulte ispecyficzne metody
analityczne umozliwia W pelni wykorzystanie aplikacyjnosci tego biokatalizatora.
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SPEKTROSKOPOWE BADANIA AKTYWNOSCI
ANTYOKSYDACYJINEJ KWASU
3,4-DIHYDROKSYMIGDALOWEGO i JEGO SOLI
z LITOWCAMI

M. WYRWAS, M. PARCHETA, R. SWISLOCKA, W. LEWANDOWSKI, Poli-
technika Bialostocka, Wydzial Budownictwa i Nauk o Srodowisku, Katedra Chemii,
Biologii i Biotechnologii, ul. Wiejska 45 E, 15-351 Biatystok.

Abstrakt: Ze wzgledu na wazna rolg, jaka zwigzki polifenolowe odgrywaja zaréwno
w ochronie zywnosci, jak i W profilaktyce chordb cywilizacyjnych niezwykle istotne jest
lepsze poznanie czynnikdw, ktore decydujg o wiasciwosciach przeciw- i prooksydacyjnych
polifenoli. Pochodne kwasu migdatowego, takie jak kwas 3,4-dihydroksymigdatowy wyka-
zujg wlasciwosci antyoksydacyjne. Z uwagi na to postanowiono zbada¢ wptyw komplekso-
wania tego kwasu na aktywno$¢ przeciwutleniajgca. W tym celu dokonano poréwnania wia-
$ciwosci przeciwutleniajacej kwasu 3,4-dihydroksymigdatowego oraz jego soli z litowcami
w testach aktywnosci antyoksydacyjnej takich jak metoda z rodnikiem DPPH' oraz metoda
aktywnosci redukcyjnej FRAP.

Wprowadzenie: Kwas migdalowy to kwas organiczny (kwas 2-fenylo-2-
hydroksyoctowy), zaliczany do grupy kwasoéw a-hydroksylowych pochodzenia roslinnego.
Naturalnymi zrédtami tego kwasu sg przede wszystkim gorzkie migdaty, pestki wisni oraz
pestki moreli [1]. Wystepuje W postaci biatych platkow o budowie krystalicznej, ciemnie-
jacych pod wplywem $wiatta. Kwas migdatowy jest rozpuszczalny zarowno w wodzie jak
i polarnych rozpuszczalnikach organicznych [2]. Wisrod pozostatych
o-hydroksykwasow, jest on uznawany za jeden z najbezpieczniejszych kwasow owoco-
wych [4]. Dzigki temu, zarowno kwas migdatowy jak i kwas 3,4-dihydroksymigdatowy
(rys. 1), wykazuja szerokie zastosowanie W przemysle kosmetycznym i dermatologicznym,
jako $rodki o dziataniu antybakteryjnym, rozjasniajacym, zluszczajacym, przeciwstarze-
niowym, nawilzajacym i regenerujacym [5]. Zrodta literaturowe dowodza réwniez poten-
cjatu kwasu migdalowego W leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow, z wylaczeniem
toksycznych skutkow ubocznych [6]. Kwas ten znajduje rowniez zastosowanie W Syntezie
srodkow takich jak: penicylina, cefalosporyna, leki przeciwko otylosci, srodki przeciwno-
wotworowe oraz chiralne $rodki rozdzielajgce alkohole iaminy [7]. Kwas migdalowy
umozliwia réwniez ekologiczne podejscie do biosyntezy kwasu fenyloglikosalowego,
ktory jest podstawowym budulcem, stosowanym W syntezach pdtproduktow farmaceu-
tycznych i dodatkow do zywnosci [8].

OH
OH

HO
OH
Rys. 1. Wz6r kwasu 3,4-dihydroksymigdatowego
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Cze$¢ pochodnych kwasu migdatowego zaliczamy do grupy zwiazkow o wiasciwo-
$ciach przeciwutleniajacych [9]. Zadaniem antyoksydantow jest obrona organizmu przez
szkodliwym dziataniem niestabilnych molekut jakimi sa wolne rodniki. w warunkach
homeostazy organizmu sa one unieszkodliwiane w standardowym tancuchu przemian
biochemicznych. Natomiast nadmiar wolnych rodnikéw stanowi duze zagrozenie dla
organizmu, powodujac zniszczenia W strukturach komorkowych i tkankowych. Dziata-
nie wolnych rodnikéw moze prowadzi¢ do rozwoju wielu choréb cywilizacyjnych,
a nawet rozwoju nowotworéw. Przeciwutleniacze umozliwiajg redukcje wolnych rodni-
kéw do produktéw ubocznych normalnych przemian biochemicznych, zapobiegajac
starzeniu sie naszego organizmu, hamujac rozwdj wielu chordb czy tez zakazen
i infekcji. Praca jest czgscig szerszego tematu dotyczacego wplywu metali na wlasciwo-
$ci fizykochemiczne i biologiczne (w tym antyoksydacyjne) zwigzkow.

Cze$¢ eksperymentalna: Synteze soli kwasu 3,4-dihydroksymigdatowego (3,4DHM)
z litowcami wykonano poprzez rozpuszczenie nawazek kwasu w wodorotlenku odpo-
wiedniego metalu w stosunku stechiometrycznym 1:1. Test antyoksydacyjny metoda
DPPH wykonano w roztworach wodnych. Stezenie wyjsciowe proby wynosilo
10° mol/dm®. Proba badawcza stanowita 1 cm® roztworu badanego zwiazku w zakresie
stezef 3x10™ — 1,7x10° mmol/dm?® oraz 2 cm® metanolowego roztworu - rodnika DPPH".
Tak przygotowane proby poddano godzinnej inkubacji w ciemnos$ci. Absorbancje pro-
bek mierzono przy dtugosci fali rownej 516 nm wobec metanolu. Aktywnos¢ ekstraktow
(wyrazong procentem inhibicji rodnika DPPH") policzono, korzystajac ze wzoru:

ASY7 — ASY7
gdzie: %I- procent inhibicji rodnika DPPH’, Ay'7— absorbancja proby kontrolnej, A3'7—
absorbancja badanej proby.

Metoda FRAP oznaczania zdolnosci redukowania jonow zelaza(IIl) opiera si¢ na pomia-
rze redukcji zwigzku TPTZ (kompleks zelazowo-2,4,6-tripirydylo-S-tiazyny) pod wpty-
wem dziatania antyoksydantu. Do wykonania oznaczenia metoda FRAP w probowkach
umieszczano 3 cm?® roztworu roboczego FRAP oraz 400 ul roztworu odpowiedniego
zwigzku o stezeniu wyjéciowym badanego zwigzku rownym 5x10° mol/dm®, w pieciu
powtorzeniach dla kazdego zwigzku. Po 8 minutowej inkubacji mierzono absorbancje
probek w odniesieniu do proby $lepej, przy dlugosci fali rownej 595 nm.

Wyniki: Przeprowadzono badania aktywno$ci przeciwutleniajacej kwasu 3,4-
hihydroksymigdatowego ijego soli z metalami alkalicznymi metodg z rodnikiem
DPPH'. Warto$¢ aktywno$ci przeciwutleniajacej poszczegdlnych zwigzkéw dla okreslo-
nych stezen, wyrazong jako procent inhibicji rodnika DPPH" przedstawiono na wykresie
(rys. 2). Najwickszg zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH" wykazano dla kwasu
3,4-hihydroksymigdatowego we wszystkich badanych stezeniach. Sole litowcow miaty
nizsze wartos$ci procentu inhibicji rodnika. z posrdd soli najwigksze wiasciwosei prze-
ciwrodnikowe wykazat 3,4-hihydroksymigdalinian sodu, a najmniejsze
3,4-hihydroksymigdalinian cezu.
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Rys. 2. Wykres warto$ci inhibicji rodnika DPPH" dla kwasu 3,4-dihydroksymigdatowego i jego soli
z litowcami dla poszczegdlnych stezen.

Okreslono aktywnos$¢ redukujaca omawianych zwigzkow metoda FRAP, polegajaca na
redukcji jonow Fe** do Fe?* (rys. 3). Najwicksza zdolnos¢ redukcyjng wykazal kwas
3,4-dihydroksymigdatowy (na poziomie 0,296 pmol/dm® Fe®*). Natomiast wszystkie
badane sole miaty nizsze wlasciwosci przeciwutleniajgce i miescity si¢ one w przedziale
od 0,116 pmol/dm® Fe** do 0,134 pmol/dm® Fe*".

0,4
0,296
0,3
0,3
0,2

02 0,122 0,116 0,123 0,119 0.134
0

e

0
3,4DHM  3,4DHM-Li 3,4DHM-Na 3,4DHM-K 3,4DHM-Rb 3,4DHM-Cs

Stezenie Fe?* w probie [umol/dm3]

Rys. 3. Aktywnos$¢ redukujaca kwasu 3,4-dihydroksymigdatowego i jego soli.

Whioski: W celu okreslenia aktywnosci antyoksydacyjnej dysponujemy szeregiem

metod analitycznych, ktére mozemy podzieli¢ W zaleznosci od mechanizmu unieczyn-

nienia wolnych rodnikéw, warunkéw prowadzenia analizy oraz sposobu prezentacji

otrzymanych wynikow. W tej pracy do oceny aktywnosci przeciwutleniajacej kwasu 3,4-

dihydroksymigdatowego oraz jego soli z litowcami zastosowano metode spektrofotome-

tryczng z rodnikiem DPPH" oraz okre$lono zdolno$ci redukujgcych tych zwigzkow
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metoda FRAP. w obu tych testach otrzymane wyniki $wiadcza o spadku aktywnosci
przeciwrodnikowej soli kwasu 3,4-dihydroksymigdatlowego z badanymi metalami (lit,
so6d, potas, rubid, cez) wstosunku do aktywnosci przeciwrodnikowej kwasu.
w przypadku metody z rodnikiem DPPH' aktywno$¢ wszystkich badanych zwigzkéw
wzrasta proporcjonalnie do stezenia badanego zwiazku W probie, jednak najwyzsza
wartos$¢ osiaga dla kwasu 3,4-dyhydroksymigdatlowego. Najwigksza aktywnos$¢ antyok-
sydacyjng badang przy zastosowaniu metody FRAP oznaczono dla kwasu
3,4-hihydroksymigdalowego, natomiast W przypadku jego soli aktywnos$¢ przeciwutle-
niajaca spada srednio 0 okoto 68%. Kompleksowanie kwasu
3,4-hihydroksymigdatowego z litowcami nie wptywa zatem na zwigkszanie aktywnos$ci
przeciwutleniajacej, a wrecz przeciwnie — powoduje jej obnizenie.

Literatura:

1. R. Sarkar, V. Garg, S. Bansal, S. Sethi, C. Gupta, Dermatologic Surgery 42/3 (2016) 384.

2. A. Kapuscinska, I. Nowak, Postgpy Higieny i Medycyny Do$wiadczalnej 69 (2015) 374.

3. W. Jankowiak, W. Imielski, E. Janeba-Bartoszewicz, Kosmetologia Estetyczna 1 (2016) 57.

4. M. Renifenrath, E. Boles, Metabolic Engieering 45 (2018) 246.

5. S.G. Bhat, C.S. Vaidyanathan, Journal of Bacteriology 127(3) (1976) 1108.

6. S. Akhter, H.M. Irfan, Alamgeer, S. Rahman, M. Ansari, Z. Mustafa, M.B. Latif, Pakistan Journal of Phar-
maceutical Sciences 34 (2021) 2281.

7. X.H. Zhang, C.Y. Wang, X. Cai, Y.P. Xue, Z.Q. Liu, Y.G. Zheng, Bioprocess and Biosystems Engineering
43 (2020) 1299.

8. C.D. Tang, P.J. Ding, H.L. Shi, Y.Y. Jia, M.Z. Zhou, H.L. Yu, J.H. Xu, L.G. Yao, Y.C. Kan, Journal of
Agricultural and Food Chemistry 13 (2019) 2946.

9. M. Zahoor, S. Shafig, H. Ullah, A. Sadig, F. Ullah, BMC Biochemistry 19 (2018).

162



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

ANALIZA LC-QTOF PROFILI LIPIDOMICZNYCH
NIERAFINOWANYCH OLEJOW LNIANYCH

A. KOZUB!, A. STACHNIUK!, A. TRZPIL', A. SUMARA', G. WOJCICKA?,
J. TOMASZEWSKA-GRAS?, *Uniwersytet Medyczny, Wydziat Biomedyczny, Zaktad
Bioanalityki, ul. Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin, “Uniwersytet Medyczny, Wydziat
Nauk Medycznych, Katedra i Zaktad Patofizjologii, ul. Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin,
%Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Zarzadzania Jakoscia Zywnosci,

ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan.

Abstrakt: W pracy przedstawiono wykorzystanie profilowania lipidomicznego
W réznicowaniu nierafinowanych, ttoczonych na zimno olejow Inianych pozyskanych
z roznorodnych odmian nasion. Do badan lipidomicznych zastosowano chromatografie
cieczowa sprzezong Z wysokorozdzielczg spektrometrig mas (LC-HRMS). Na podstawie
uzyskanych wynikow przeprowadzono analiz¢ PCA iwykazano roznice W skladzie
lipidowym pomigdzy badanymi probkami olejow Inianych.

Wprowadzenie: Oleje roslinne zyskuja W ostatnich latach na popularnosci, ze wzgledu
na ich wysoka warto$¢ eneregetyczng oraz obecnos$¢ niezbednych nienasyconych kwa-
séw thuszczowych [1]. Sposrod dostepnych na polskim rynku olejéw roélinnych naj-
wiekszym zainteresowaniem ciesza si¢ wysokiej jakosci nierafinowane oleje ttoczone na
zimno. Przyczyna takiego trendu jest poglad, iz oleje te dominuja pod wzgledem warto-
sci odzywcze] nad olejami otrzymanymi poprzez tloczenie na goraco, ekstrakcje
i rafinacj¢. w trakcie procesu tloczenia nasion na zimno temperatura nie przekracza
60 °C, co gwarantuje zachowanie oryginalnego aromatu, smaku i sktadnikow odzyw-
czych takich jak tokoferole, polifenole czy karotenoidy [2]. Ograniczeniem stosowania
tej metody jest niska wydajno$¢ procesu, a takze trudnos$¢ uzyskania statej jakosci pro-
duktu, poniewaz W znaczgcym stopniu jest ona zalezna od jako$ci surowca uzytego do
tloczenia. Uszkodzenie nasion, czy tez wysoki stopiefl zanieczyszczenia chemicznego
srodkami ochrony roslin wplywa na zla jakos¢ oleju, dyskwalifikujac go pod wzgledem
bezpieczenstwa zdrowotnego. Ponadto, na jako$¢ oleju ma wplyw pochodzenie geogra-
ficzne nasion, ich odmiana, a nawet uprawa prowadzona nierzadko w niejednorodnych
warunkach [3]. w zwigzku z tym wzrasta potrzeba dostgpno$ci wiarygodnych i czutych
metod analitycznych umozliwiajgcych monitorowanie autentycznosci olejow i ocene ich
sktadu biochemicznego. Jedng z technik dyskryminacyjnych zajmujacg si¢ tym zagad-
nieniem jest profilowanie lipidomiczne. Badania lipidomiczne pozwalaja na analize
calego zestawu zwigzkow lipidowych probki pod wzgledem strukturalnym i funkcjonal-
nym [4]. Obecnie, jedna z najczesciej stosowanych metod analitycznych w lipidomice
jest wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektrometrig mas (LC-MS).
Wynika to gtéwnie z faktu, iz metody oparte na LC-MS zapewniaja wysoka czulos$¢
i specyficzno$¢ wymagajac przy tym niewielkiej ilosci probki. Przyktadem oleju roslin-
nego posiadajacego wysokie warto$ci odzywcze i farmaceutyczne jest nierafinowany,
ttoczony na zimno olej Iniany. Spozywanie oleju Inianego zapewnia takie korzysci
zdrowotne jak obnizenie poziomu cholesterolu oraz zmniejszenie ryzyka choréb uktadu
krazenia [5]. Celem podjetych badan przedstawionych w niniejszej pracy bylta analiza
profili lipidomicznych trzech nierafinowanych olejow Inianych wyprodukowanych
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Z nasion réznigcych si¢ odmiang oraz pochodzacych od réznych dostawcow. Analizy
przeprowadzono z uzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze
spektrometrig mas typu kwadrupol - analizator czasu przelotu (HPLC-QTOF-MS).

Cze$¢ eksperymentalna: Materiat do badan stanowily trzy rézne odmiany siemienia
Inianego (Dolguniec (n=2), Szafir (n=2), Bukoz (n=2)) poddane procesowi tloczenia
w fabryce Sp. z 0.0. Sp.k. (Smitowo, Polska) W temperaturze ponizej 50 °C. Do czasu
analizy oleje przechowywano w brazowych szklanych butelkach w temperaturze -80 °C.
w celu przygotowania probki zastosowano ekstrakcje ciecz-ciecz z wykorzystaniem
roztworu heksanu i mieszaniny metanol : izopropanol (1:1, v:v). Probki poddano wytrza-
saniu, po ktorym umieszczono je W temperaturze 2-8 °C na czas 2 h, a nastepnie wiro-
waniu i filtrowaniu. Tak przygotowany ekstrat przeniesiono do fiolek autosamplerowych
i poddano analizie LC-QTOF. Analize LC/QTOF prowadzono za pomocg ultrasprawne-
go chromatografu cieczowego Agilent Technology HPLC seria 1290 Infinity sprz¢zone-
go ze spektrometrem mas typu kwadrupol-analizator czas przelotu Agilent Technology
6550 iFunnel LC/QTOF. Proces rozdziatu chromatograficznego prowadzono na kolum-
nie Agilent Zorbax Extend C18 Rapid Resolution HD, 2.1x100 mm o $rednicy ziaren
1.8 um. Jako faze ruchoma stosowano 10mM mréwczan amonu W metanolu i wodzie
(8:2, v:v) (A) i wisopropanolu (B). Zastosowano elucj¢ gradientows w czasie 45 min.
z szybkoscig przeptywu fazy ruchomej na poziomie 0,28 ml/min i czasem kondycjono-
wania kolumny réwnym 5 min. Zastosowano nast¢pujgce parametry spektrometru ma-
sowego: zrodto jonow Agilent JetStream Technology (ESI) pracujgce w trybie jondéw
dodatnich, temperatura gazu rozpylajacego 200°C, przeptyw gazu 14 I/min, ci$nienie
nebulizera 35 psi, napiecie kapilary 3000. Analize¢ prowadzono w trybie skan MS. Uzy-
skane wyniki poddano obrdbce chemometrycznej z wykorzystaniem programu Mass
Hunter Qualitative i Mass Profiler Professional (Agilent Technologies).

Whyniki: Dla wszystkich olejow uzyskano profile lipidomiczne. Na rysunku 1 przedsta-
wiono chromatogramy TIC (ang. total ion current) uzyskane w trybie skan

x10 8 |+ESI TIC Scan Frag=200.0V FL_DL.d

1T A

x10 8 [+ESI TIC Scan Frag=200.0V FL_SZ_B.d

1 B

x10 8 [+ESI TIC Scan Frag=200.0V FLBU_1.d

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Counts vs. Acquisition Time (min)
Rys. 1. Chromatogramy TIC uzyskane dla trzech olejow Inianych r6znigcych si¢ odmiang nasion: Dolguniec
(A), Szafir (B), Bukoz (C).

dla trzech olejow Inianych ro6znigcych si¢ odmiang nasion. Przy pomocy algorytmu Fin-
dy by Molecular Features wyekstrahowano spektra i chromatogramy zwigzkoéw obec-
nych we wszystkich olejach oraz zwiazkow réznicujacych. Wykonano wyrdwnanie
czasOéw retencji i mas oraz filtrowanie mas przy pomocy programu Mass Profiler Pro-
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fessional. Zestawienie liczby jondw obecnych w kazdym z olejow oraz jonow roznicuja-
cych zaprezentowano na rysunku 2. Na podstawie uzyskanego profilu MS ekstraktu
z kazdego poszczegdlnego oleju wykonano analiz¢ PCA (ang. principal component
analysis), ktora pozwolita na wizualizacje struktury danych, a tym samym na zobrazo-
wanie grupowania probek wedhlug typu odmiany. Rysunek 3 przedstawia wykres rozrzu-
tu danych analizy PCA. Przykladowe jony roznicujace zobrazowane zostaty na rysunku
4. Wyekstrahowano chromatogramy EIC (ang. extracted ion chromatogram) dla jonu m/z
872.691oraz jonu m/z 906.7603. Oba te jony obecne byly w kazdej probce, jednak
z natozonych na siebie chromatograméw wynika, iz istnieja réznice W intensywnoSci
tych jonéw pomiedzy probkami olejow Inianych z r6znych odmian ziaren.

A

B
344 entities 308 entities

Odmiana Odmiana

Szafir Dolguniec
Odmiana
Bukoz

C
363 entities

Rys.2. Zestawienie liczby jonow obecnych W w kazdym z olejow Inianych oraz jonéw roznicujacych.

Y 8xic

9

|

l

|

I

|
ebis
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Rys. 3. Wykres rozrzutu danych (ang. scatter plot) analizy PCA dla trzech olejow Inianych rézniacych si¢
typem odmiany ziaren.
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Rys.4. Chromatogramy EIC jonu m/z 872.691 (A) oraz jonu m/z 906.7603 (B).

Whioski: Opracowana metoda LC/MS umozliwita uzyskanie profili lipidomicznych
nierafinowanych, tloczonych na zimno olejéw Inianych. Wykorzystanie chemometrii
i analizy statystycznej pozwolito na roéznicowanie pomiedzy soba olejow roslinnych
pochodzacych z tego samego gatunku, a réznigcych si¢ odmiang ziaren uzytych do tto-
czenia oleju.

Badania zostaly sfinansowane ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki, grant nr
2018/31/B/NZ9/02762.
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ODZIALYWANIA MIEDZYCZASTECZKOWE w UKLADZIE
TIOL/EN/CIECZ JONOWA 0 ROZNEJ BUDOWIE KATIONU

A. LEWANDOWSKA, P. GAJEWSKI, A. MARCINKOWSKA, Politechnika Po-
znanska, Wydziat Technologii Chemicznej, ul. Berdychowo 4.

Abstrakt: W pracy zbadano oddzialywania miedzyczasteczkowe w kompozycjach
tiol/en/ciecz jonowa. Nastepnie otrzymano oraz okreslono wlasciwosci fizykochemiczne
jonozeli. Materialy te otrzymano metoda fotopolimeryzacji tiol-en w obecnosci imidazo-
liowych oraz triazoliowych cieczy jonowych.

Woprowadzenie: Ciecze jonowe (ILs) okres$lane sa jako jonowe zwigzki chemiczne
0 temperaturze topnienia ponizej 100°C. Charakteryzuja si¢ one wysokim przewodnic-
twem jonowym, duza stabilno$cig zaréwno elektrochemiczna, jak i termiczng oraz niska
prezno$cig par. Wiasciwosci fizykochemiczne ILs zaleza glownie od budowy kationu
oraz anionu [1]. Wiele praktycznych zastosowan wymaga unieruchomienia ILs w statej
matrycy. Polaczenie takie uzyskane jest w materiatach hybrydowych nazywanych jono-
zelami. Mozna je otrzymac W reakcji polimeryzacji prowadzonej w obecnos$ci cieczy
jonowej. Materialy posiadajace wysokie przewodnictwo jonowe > 1 [mS/cm] moga
znalez¢ zastosowanie jako zelowe elektrolity polimerowe w kondensatorach elektroche-
micznych [2].

Cze$¢ eksperymentalna: W badaniach zastosowano bis(trifluorometylosulfonylo)-
imidki imidazoliowych oraz triazoliowych cieczy jonowych o r6éznej budowie kationu:
1-etylo-3-metyloimidazoliowy (EN), 1-metylo-3-propyloimidazoliowy (PN), 1-etylo-4-
metylotriazoliowy (EMN) oraz 1-propylo-4-metylotriazoliowy (PMN). Jako monomery
zastosowano trojfunkcyjny tiol:  tris(3-merkperkaptopropionan) trimetylopropanu
(TMPTP) oraz trojfunkcyjny en: 1,3,5-trialliloksy-1,3,5-triazyno-2,4,6(1H,3H,5H)-trion
(TTT). 2,2-dimetoksy-2-fenyloacetofenon (DMPA) uzyto jako fotoinicjator w ilosci
0,2% mas. catego uktadu. Stosunek molowy grup funkcyjnych C=C do SH wynosit 1:1,
a zawarto$¢ ILs wynosila 30, 50 oraz 70% mas. catej kompozycji fotoutwardzalne;.

I_N\ + -‘_\N+
HsCs N AN~CH,  H,caNAN~cH,

EN PN
N\ M=)
HsCsNAN~CH,  H,csNAN~cH,
EMN PMN

Rys. 1. Budowa kationu zastosowanych imidazoliowych oraz triazoliowych cieczy jonowych.

Badania oddzialywan wewnatrz- i miedzyczasteczkowych w kompozycjach fotoutwar-
dzalnych prowadzono metoda spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera
(FTIR). Analizowano przesunigcia potozenia pasm absorpcji pochodzacych od pierscie-
nia imidazoliowego oraz triazoliowego w uktadach tiol/en/IL w stosunku do potozenia
pasm absorpcji wyj$ciowej cieczy jonowej. Badano rowniez zmiany potozenia grup SH
tiolu w wyjsciowych kompozycjach fotoutwardzalnych w stosunku do potozenia
grupy SH czystego zwigzku. Jonozele otrzymano w rekcji fotopolimeryzacji tiol-en.
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Polimeryzacj¢ kompozycji tiol/en/ciecz jonowa inicjowano lampa UV emitujaca pro-
mieniowanie 0 natezeniu 6 [mW/cm] i dtugosci fali Amas 365 [NM]. Dla zastosowanych
ILs oraz otrzymanych jonozeli zbadano przewodnictwo jonowe metoda elektrochemicz-
nej spektroskopii impedancyjnej (ESI). Przewodnictwo jonowe ILs (o;.) obliczono na

podstawie rownania:

1
o = k—R
S

gdzie: gy~ przewodnictwo jonowe IL [S/cm], k- stata naczynka [1/cm], Rs- opor objeto-
sciowy badanej IL [2].
Przewodnictwo jonowe jonozeli (c) obliczono na podstawie wzoru:

1

0 =— 0

A

gdzie: o- przewodnictwo jonowe jonozelu [S/cm], |- grubos¢ badanego jonozelu [cm],
A- powierzchnia elektrody pracujacej [cm?’], os- przewodno$é objetosciowa badanego
jonozelu [S].

Wyniki: W tabeli 1 przedstawiono potozenie pasm absorpcji grup funkcyjnych C(2)-H,
C(4,5)-H pierscienia imidazoliowego oraz C(3)-H, C(5)-H pierscienia triazoliowego
badanych cieczy jonowych.

Tabela 1. Potozenie pasm absorpcji (v) grup C(2)-H, C(4,5)-H pierscienia imidazoliowego C(3)-H oraz C(5)-
H pier$cienia triazoliowego.

Imidazoliowe IL C(2)-H, v [1/cm] C(4,5)-H, v [1/cm]
EN 3123 3159
PN 3122 3158
Triazoliowe IL C(3)-H, v [1/cm] C(5)-H, v [1/cm]
EMT 3146 3098
PMT 3145 3095

Wraz ze wzrostem stezenia monomeréw W badanych kompozycjach maksima absorpcji
pier§cienia imidazoliowego oraz triazoliowego przesuwajg si¢ W strong nizszych liczb
falowych, co $wiadczy o nawigzywaniu oddziatywan pomiedzy kationem IL
a monomerami (rys.2.). Wigksze zmiany W polozeniu obserwujemy dla triazoliowych
cieczy jonowych, co wskazuje na nawigzywanie silniejszych oddziatywan kationu cieczy
jonowej z monomerami. Zmiany przesuni¢cia pasma absorpcji pochodzacego od grupy
SH tiolu w zalezno$ci od stezenia uzytej cieczy jonowej pokazano na rys.3. Dodatek ILs
powoduje przesunigcie pasma absorpcji grup SH W strone wiekszych czestosci, co
$wiadczy o niszczeniu asocjatdéw grup SH. Natomiast zwickszenie wartosci przesunieé
potozenia absorpcji tego pasma ze wzrostem zwigkszania zwarto$ci cieczy jonowej jest
wypadkowa niszczenia wigzan wodorowych pomigdzy grupami tiolowymi oraz nawia-
zywaniem oddziatywan z anionem ILs. Przesunigcia te sg niezaleznie od zastosowanej
cieczy jonowej, co sugeruje, ze na niszczenie asocjatow grup SH duzy wpltyw moze
wywiera¢ anion cieczy jonowe;.
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Rys. 2. Potozenie pasm absorpcji pochodzacych od gryp: a) C(3)-H oraz b) C(5)-H pierscienia triazoliowego
oraz ¢) C(2)-H, d) C(4,5)-H pierscieni imidazoliowego w zaleznos$ci od stgzenia zastosowanej cieczy jonowe;.
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Rys. 3. Polozenie pasm absorpcji pochodzacych od grypy SH w zaleznos$ci od st¢zenia uzytych ILs.

Przewodnictwo jonowe IL zalezy od budowy kationu oraz rodzaju podstawnika alkilo-
wego W pierscieniu. Wzrost dlugosci tancucha alkilowego z dwoch atoméw wegla do
trzech w pierscieniu powoduje spadek wartoéci przewodnictwa jonowego (tabela.2.).
Wigksze warto§ci omawianego parametru obserwujemy dla imidazoliowych cieczy jo-
nowych: EN=9,1 [mS/cm]; PN=5,6 [mS/cm]; EMT=3,8 [mS/cm]; PMT=2,2 [mS/cm].
Otrzymane jonozele charakteryzowaly si¢ przewodnictwem jonowym w zakresie 0,1-4,6
[mS/cm]. Na warto$¢ omawianego parametru wptywa rodzaj zastosowanej cieczy jono-
wej i jest ono zalezne od przewodnictwa wyjéciowej cieczy. Najwieksze warto$ci uzy-
skano dla jonozeli zawierajacych 70% mas. cieczy jonowych.

Tabela 2. Wartoéci przewodnictwa jonowego jonozeli.
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IL 30% mas. IL, ¢ [mS/cm] 50% mas. IL, ¢ [mS/cm] | 70% mas. IL, ¢ [mS/cm]
EN 1,2 2,5 4,6

PN 0,8 15 3,0
EMT 0,3 1,0 18
PMT 0,1 0,8 1,2

Whioski: W reakcji polimeryzacji otrzymano nowoczesne materialy hybrydowe,
w ktorych immobilizowana zostala ciecz jonowa W stalej matrycy. Triazoliowe ciecze
jonowe silniej oddziatywuja z monomerami niz ciecze imidazoliowe. WydhluzZenie tancu-
cha alkilowego w podstawniku pier$cienia imidazoliowego oraz triazoliowego wptywa
nieznaczne na zmniejszenie omawianych oddziatywan. Materiaty, ktorych przewodnictwo
jest wieksze >1 [mS/cm] mogg zosta¢ zastosowane jako zelowe elektrolity polimerowe.

Praca realizowana w ramach projektu nr 2017/27/B/ST8/00762 finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki.

Literatura:
1. J. Pernak, Przemyst Chemiczny 89/11 (2010) 1499.
2. E. Andrzejewska, A. Marcinkowska, A. Zgrzeba, Polimery 62/5 (2017) 344.
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STRUKTURA CHEMICZNA i WEASCIWOSCI
ANTYOKSYDACYJNE ROZPUSZCZALNYCH w WODZIE
FRAKCJI POLISACHARYDOW IZOLOWANYCH
z UPRAWNYCH GATUNKOW BOCZNIAKA
(PLEUROTUS SPP.)

D. MIAZIO', I. KOMANIECKA? K. WLIZLO', R. PADUCH?®, A. WIATER',
'UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Sro-
dowiskowej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, “UMCS, Wydziat Biologii
i Biotechnologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin,
SUMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Wirusologii i Immunologii,
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Prezentowane badania miaty na celu okreslenie struktury chemicznej polisa-
charydow wyizolowanych z 8 gatunkéow Pleurotus oraz ocene ich wlasciwosci antyok-
sydacyjnych. Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane frakcje, izolowane na zimno i na
goraco, zawieraja do 97,5% weglowodandéw, z czego najwicksza cze$¢ we frakcjach
izolowanych na goraco stanowi glukoza, a we frakcjach izolowanych na zimno, galakto-
za. Ponadto stwierdzono, ze badane frakcje wykazuja aktywno$¢ antyoksydacyjng, wy-
noszacg maksymalnie 52,6% (frakcja izolowana na zimno z owocnika P. pulmonarius).

Woprowadzenie: Grzyby z rodzaju Pleurotus znane sg ze swoich cennych warto$ci od-
zywczych dzigki wysokiej zawartosci biatka, btonnika, weglowodanéw i aminokwasow
egzogennych przy jednoczesnej niskiej zawartosci nasyconych kwasow thuszczowych
[1,2]. Oprocz walorow zywieniowych, boczniaki wyr6zniajg si¢ wysokim potencjatem
medycznym, co wynika z obecno$ci W ich komoérkach szeregu zwigzkéw o aktywnos$ci
biologicznej. Jedna z glownych grup tych zwiazkow sa polisacharydy o zréznicowane;j
strukturze chemicznej, w tym glukany znajdujace si¢ W $cianie komérkowej [3]. Liczne
badania naukowe donoszg 0 szerokim potencjale leczniczym glukanéw, a szczegdlnie
przeciwnowotworowym. Badacze zwracaja uwage na zalezno$ci pomiedzy pochodze-
niem, strukturg chemiczng, rozpuszczalnoscig i sposobem izolacji glukanow a skutecz-
noscig ich dziatania na komorki nowotworowe [4]. Wérdd innych leczniczych dziatan
ekstraktow polisacharydowych z grzybow Pleurotus znalazly si¢ rowniez, dzialanie
hipocholesterolemiczne oraz immunostymulujace [5].

Cze$¢ eksperymentalna: Owocniki 8 gatunkow grzybow zrodzaju Pleurotus
(P. pulmonarius, P. citrinopileatus, P. florida, P. djamor, P. eryngii, P. ostreatus,
P. columbinus oraz P. saca) poddano liofilizacji i homogenizacji otrzymujac materiat,
z ktorego izolowano frakcje polisacharydowe rozpuszczalne W wodzie. Izolacj¢ rozpo-
czeto od usuniecia z homogenatu frakcji niskoczasteczkowych, poprzez 24-godzinng
ekstrakcje metanolem, zakoficzong odwirowaniem i usunigciem supernatantu. Osad
kazdego z homogenatéw zalano woda destylowang i prowadzono inkubacje przez
24 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie osad odwirowano i zachowano
otrzymany supernatant, ktory zawieral rozpuszczone polisacharydy izolowane na zimno
(frakcja C). Nastgpnie osad zawieszono W wodzie destylowanej i poddano 1-godzinnej
inkubacji w 100°C, ponownie odwirowano zachowujac supernatant zawierajacy roz-
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puszczone polisacharydy izolowane na goraco (frakcja H). Polisacharydy zawarte
W supernatantach wytragcano etanolem przez 24 godziny W stosunku objgtosciowym
supernatant: etanol, 2:1. Po tym czasie wytracone polisacharydy odwirowano
a supernatanty odrzucono. Otrzymane preparaty zawieszono w wodzie i poddano odbiai-
czaniu z uzyciem kwasu trichlorooctowego (TCA) o koncowym stezeniu 4%. Stracone
biatko odwirowano, do supernatantu dodano 1% NaCl oraz etanol w proporcji 2:1. Po
24-godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej roztwér odwirowano a pozostaty osad
polisacharydow przeptukano acetonem, odwirowano i suszono pod dygestorium, otrzy-
mujac gotowe do analizy frakcje polisacharydow rozpuszczalnych w wodzie izolowa-
nych na zimno (C) i na goraco (H). Frakcje analizowano pod katem: (1) struktury che-
micznej, w tym obecno$ci cukréw catkowitych metoda Dubois i wsp., (1956), biatka
metodg Bradford (1976) i sktadu weglowodanowego z uzyciem chromatografii GC-MS
oraz okreslono (2) wilasciwosci antyoksydacyjne polisacharydow z zastosowaniem me-
tody DPPH. Przed analiza sktadu weglowego probki poszczegélnych frakcji poddano
hydrolizie w 2M kwasie trifluorooctowym (TFA) w warunkach 100°C przez 5 godzin.
Po tym czasie kwas wraz z wodg usuwano przez odparowanie przy obnizonym ci$nieniu.
Powstaty osad zawieszono w wodzie, dodano 5 mg borowodorku sodu i inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Obecny w preparacie borowodorek sodu
roztozono dodatkiem kwasu octowego iodparowano do sucha. Borany obecne
W preparacie usuwano przez 3-krotne odparowanie z metanolem. Oczyszczony preparat
poddano acetylacji stosujagc mieszaning: bezwodnik octowy : pirydyna, 1:1. Nastepnie
probki inkubowano w 100°C, apo odparowaniu nadmiaru odczynnikéw otrzymano
probki gotowe do analizy chromatograficznej GC-MS. Analize t¢ przeprowadzono
z zastosowaniem chromatografu gazowego wyposazonego w kolumn¢ Hewlett Packard
HP-5 MS o wymiarach 30 mm x 0,25 mm oraz potaczonego z detektorem masowym
MSD HP 5971. Warunki rozdziatu: temperatura 150°C przez 5 minut, a nastepnie wzrost
temperatury do 310°C z szybko$cia 5°C/min. Temperatur¢ koncowa utrzymywano przez
20 minut. Oznaczenie wiasciwos$ci antyoksydacyjnych wykonano w oparciu o zmiany
zabarwienia DPPH w obecnosci wyizolowanych frakcji polisacharydow grzybowych.
Reakcje prowadzono na ptytkach 96-dotowych, do ktorych dodano 100 pl poszczegol-
nych frakcji o stezeniu 100, 500 i 1000 pg/ml sporzadzonych w metanolu, 100 pl Tro-
loxu o stezeniu 100, 500 i 1000 pg/ml (kontrola pozytywna) oraz 100 pl metanolu (kon-
trola negatywna). Do wszystkich dotkéw dodano po 100 ul DPPH (0,2 mg/ml). Miesza-
niny inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej a nastepnie oznaczano
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A=515 nm. Do pomiaru wykorzystano czytnik
ptytek Emax Precision Microplate Reader (Molecular Devices).

Wyniki: Wyniki uzyskane po analizie zawarto$ci biatek i cukrow catkowitych wykaza-
ly, ze badane frakcje polisacharydowe zawieraty przede wszystkim weglowodany (37,5
— 97,7%), zroéznicowang ilo$¢ nieokres$lonej materii nieorganicznej (1,6 — 62,2%) oraz
sladowe ilosci biatka (0,03 — 2,13%). Najwiekszg zawartoscig weglowodanéw wyrdznia-
la si¢ frakcja polisacharydéw z P. ostreatus izolowana na gorgco (H), a najmniejsza
frakcja z P. djamor izolowana na zimno (C), przy czym nie mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, czy izolacja na goraco sprzyja uzyskiwaniu frakcji o wigkszej zawartosci
weglowodanéw W porownaniu do frakcji uzyskiwanych na zimno, poniewaz proporcje
te bytby zmienne W zaleznosci od gatunku grzyba. Doktadniejsza analiza sktadu weglo-
wodanowego przy pomocy GC-MS wykazata, ze w sktad badanych frakcji wchodzi pigé
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cukrow: glukoza, galaktoza, mannoza, niezidentyfikowana czasteczka heksozy (3-OMe-
Heksoza) oraz arabinoza, przy czym byla ona obecna jedynie w trzech frakcjach:
P. pulmonarius (H), P. columbinus (C) iP. saca (C). Glukoza i galaktoza stanowity
2 gtéwne cukry, ktorych zawarto$§¢ wynosita odpowiednio 18,4-89,9% i 4,3-66,4%
wszystkich cukrow zawartych we frakcjach. Co wiecej, w przypadku frakcji izolowa-
nych na goraco stwierdzono przewage zawartosci glukozy, podczas gdy we frakcjach
izolowanych na zimno przewazala galaktoza.

Analiza wiasciwosci antyoksydacyjnych wykazata w przypadku kazdej z badanych frak-
cji (C i H), zmiany zabarwienia DPPH, $§wiadczace o zmiataniu wolnych rodnikow tle-
nowych, przy czym aktywno$¢ ta byla zalezna od st¢zenia uzytych polisacharydow.
w przypadku wigkszos$ci probek, najwyzszy poziom dzialania antyoksydacyjnego odno-
towano przy stezeniu 100 pg/ml. Wyjatek stanowily cztery frakcje polisacharydowe:
frakcje C z owocnikow P. florida, P. eryngii i P. columbinus oraz frakcja H z owocnika
P. columbinus, dla ktoérych najwyzszy poziom zmiatania wolnych rodnikéw tlenowych
odnotowano przy 500 pg/ml (Rys. 1 i2). Ponadto, w wickszosci przypadkow zaobser-
wowano, ze wraz ze wzrostem stgzenia ekstraktu, zdolno$¢ do zmiatania rodnika DPPH
maleje. Nalezy wyjasni¢, ze stgzenia grzybowych polisacharydow w przedstawionych
badaniach zostaly wybrane na podstawie danych literaturowych, z ktérych wynikato, iz
wickszo$¢ badaczy stosuje takie wlasnie zakresy stgzen.
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Rys. 2. Wptyw ekstraktow polisacharydowych wyizolowanych na zimno (C) z owocnikéw 8 gatunkow
Pleurotus na zmiatanie wolnych rodnikow tlenowych.
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Rys. 3. Wptyw ekstraktow polisacharydowych wyizolowanych na goraco (H) z owocnikow 8 gatunkow
Pleurotus na zmiatanie wolnych rodnikow tlenowych.

Co wigcej, wyniki uzyskane z badania aktywnosci antyoksydacyjnej wyizolowanych
frakcji polisacharydowych sa znacznie wyzsze niz W przypadku prac czg¢sci badaczy
stosujacych do oznaczen st¢zenia wynoszace nawet do 5000 pg/ml. Sposrdéd badanych
preparatow, najwickszg aktywno$ciag antyoksydacyjna wyrozniat si¢ ekstrakt C
z owocnika P. pulmonarius, ktory przy stezeniu 100 pg/ml powodowat 52,6% redukcji
rodnika DPPH, a najnizsza, frakcja H z P. ostreatus (przy st¢zeniu 1000 pg/ml — 19,28%
redukcji).

Whioski: Badane frakcje polisacharydowe sktadajg si¢ glownie z weglowodandw.
Gloéwnymi monosacharydami budujacymi polimery sg glukoza i galaktoza, podczas gdy
pozostate monosacharydy stanowia mniej niz 30% sktadu weglowodanowego. Wszyst-
kie badane frakcje polisacharydowe redukuja rodnik DPPH, jednakze W zréznicowanym
stopniu, a najwyzsza aktywnos$¢ wykazuje frakcja izolowana na zimno (C) z owocnikow
P. ostreatus.
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SYNTEZA OLIGONUKLEOTYDOW MODYFIKOWANYCH
2-TIOTYMIDYNA

W. GRACZYK, J. NOWAK-KARNOWSKA, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza,
Wydziat Chemii, Zaktad Chemii Bioorganicznej, Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614
Poznan.

Abstrakt: W pracy prezentowane sg wyniki badan dotyczacych syntezy, metodg amido-
fosforynowa na podtozu statym, 9-meréw DNA zawierajacych 2-tiotymidyn¢ w srodku
oligodeoksyrybonukleotydu oraz na jego koncu 5°. W dalszych etapach planowane sa
badania reaktywnosci fotochemicznej otrzymanych oligonukleotydow.

Whprowadzenie: Tiopochodne zasad purynowych i pirymidynowych stanowig wazng
grupe aktywnych biologicznie zwigzkéw stosowanych jako leki przeciwnowotworowe
oraz immunosupresyjne. z uwagi na szereg unikatowych wiasciwosci, takich jak:
znaczne podobienstwo strukturalne do swych naturalnych odpowiednikéw, latwos¢
wprowadzania do tancuchow DNA, wysokg reaktywnos¢ fotochemiczng wobec nukleo-
zasad ireszt aminokwasowych w biatkach, potaczong z mozliwo$cig selektywnego
wzbudzenia w kwasach nukleinowych oraz kompleksach nukleoproteinowych (Amax 330-
350 nm), zwigzki te sg takze szeroko stosowane jako sondy fotochemiczne w badaniach
struktury kwasoéw nukleinowych oraz oddziatywan kwas nukleinowy-biatko [1].
4-Tiourydyna i jej pochodne : 5-chloro oraz 5-fluoro-4-tiourydyna maja zdolno$¢ do
tworzenia miedzyniciowych wigzan krzyzowych w DNA [2], natomiast 4-tiopochodna
tymidyny wykazuje potencjalne zastosowanie jako lek fotochemoterapeutyczny [3].
2-Tiopochodna tymidyny (2TT) jest takze dobrym kandydatem jako lek do stosowania
w terapii fotodynamicznej. Charakteryzuje si¢ widmem absorpcji przesunigtym
w kierunku dhuzszych fal i bardzo wydajnym tworzeniem wzbudzonego stanu trypleto-
wego. Przeklada si¢ to na produkcje reaktywnego tlenu singletowego, ktory powoduje
$mier¢ komorki rakowej [3]. Wykazano takze, ze oligonukleotydy znakowane 2TT two-
rzg bardzo stabilne dupleksy DNA z niémi komplementarnymi [4] oraz struktury try-
pleksowe, ze wzgledu na silne oddzialywania typu =n-stacking z udzialem grupy
2-tiokarbonylowej [5]. w niniejszej pracy omowione zostang wyniki badan dotyczacych
syntezy 3 oligomeréw DNA, w ktorych 2TT zostata umiejscowiona W $rodku i na koncu
tancucha (rys. 1). Oligomery ODN1-3 zostaly zsyntetyzowane w celu przebadania ich
reaktywno$ci fotochemiczne;.
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5' ATCA(2TT)ICGAG 3 ODNA1
0 5 ATCC(2TT)AGAG3'  ODN2
CHy 5 (2TT)TCATCGAG3'  ODN3

HO OH
27T

Rys. 1. Struktura 2-tiotymidyny (2TT) oraz sekwencje oligodeoksyrybonukleotydow modyfikowa-
nych 2TT (ODN1-3).

Cze$¢ eksperymentalna: Oligonukleotydy ODNL1-3 zostaly zsyntetyzowane metoda
amidofosforynowa na podiozu statym przy uzyciu syntetyzera DNA K&A Laboratories
i zastosowaniu miekkich blokad (stosowano amidofosforyny i odczynniki firmy Glen
Research). Procedura odblokowania i oczyszczania oligonukleotydéw byta nastepujaca.
Podloze z DNA traktowano 15 minut 10% roztworem DBU w acetonitrylu. Po przemy-
ciu acetonitrylem podtoze suszono pod proznig przez 30 minut i traktowano 1 ml stezo-
nego NH,OH przez noc. Roztwor zawierajacy DNA odsaczono od podtoza a podioze
przemyto 3-krotnie 1ml metanolu. Otrzymane przesgcze potaczono i odparowano do
sucha przy uzyciu obrotowej wyparki prézniowej. Oligonukleotydy rozpuszczono
w 1 ml 0.01M octanu amonu i oczyszczano na kolumnie NAP. Otrzymane frakcje anali-
zowano rejestrujac ich widma absorpcji. Frakcje zawierajace ODN1-3 oczyszczano przy
pomocy HPLC na kolumnie Waters XBridge Oligonucleotide BEH C18, 2,51 10x50mm
Prep OBD stosujac jako faze ruchomg 0,1M wodny roztwor TEAA (faza A) i 80% roz-
twor aacetonitrylu w 0,1M TEAA(faza B) w gradiencie 0-30%B w 40 minut i przy prze-
ptywie 1 ml/min. Po rozdziale frakcje zawierajace ODN odparowano do sucha przy
uzyciu obrotowej wyparki prozniowej iodsalano stosujac proboéwki wirdwkowe
z filtrem MICROSEP 1K.

Wyniki: Przeprowadzono synteze oligonukleotydow znakowanych 2TT o sekwencjach
ODNZ1-3 (rysunek 1) metodg amidofosforynowa na podtozu statym. Po syntezie usunigto
blokade p-tolilowa z 2TT przy pomocy reakcji z DBU. Po odblokowaniu i odtaczeniu od
podioza stalego oligomery byly oczyszczane poprzez filtracje zelowa oraz za pomoca
HPLC. Otrzymanie oligomerow ODNI1-3 zostalo potwierdzone za pomocg widm UV
oraz widm masowych MALDI-TOF.
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BADANIA SPEKTROSKOPOWE AKTYWNOSCI
ANTYOKSYDACYJINEJ KWASU
4-HYDROKSYMIGDALOWEGO oraz JEGO SOLI
z SODEM i POTASEM

J. MURAWSKA, M. PARCHETA, R. SWISLOCKA, W LEWANDOWSKI, Poli-
technika Bialostocka, Wydzial Budownictwa i Nauk o Srodowisku, Katedra Chemii
Biologii i Biotechnologii, ul. Wiejska 45E, 15-351 Biatystok.

Abstrakt: Pochodne kwasu 4-hydroksymigdatowego nazywane polihydroksylowanymi
amidami kwasu migdatlowego, wykazuja wlasciwosci antyoksydacyjne - z tego wzgledu
zdecydowano si¢ na zbadanie aktywno$ci antyoksydacyjnej kwasu  4-
hydroksymigdatowego i jego soli z sodem i potasem. w tym celu postuzono si¢ dwiema
metodami spektrofotometrycznymi: z rodnikiem DPPH" (2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazyl) oraz FRAP (ang. Ferric Reducing Antioxidant Power). z otrzymanych
wynikow wywnioskowano, iz sole kwasu 4-hydroksymigdatowego z sodem i potasem
wykazuja wyzsza aktywno$¢ antyrodnikowa zmierzong testem DPPH niz sam kwas.
w przypadku metody FRAP sole te posiadaja nizsza aktywnos$¢ redukcyjng niz kwas.

Whprowadzenie: Kwas migdatowy jest aromatycznym alfa-hydroksykwasem pochodze-
nia roslinnego, ktory mozna znalez¢ m. in. w gorzkich migdatach czy owocach kaszta-
nowca indyjskiego. Wystepuje W postaci biatego, krystalicznego ciata stalego rozpusz-
czalnego w wodzie i w polarnych, organicznych rozpuszczalnikach. Otrzymywany jest
glownie na drodze syntezy chemicznej [1,2]. Zarowno kwas migdatowy jak i kwas 4-
hydroksymigdatowy (rys. 1) znalazly zastosowanie jako prekursory §rodkéw aromatyzu-
jacych. w przemysle kosmetycznym i dermatologicznym kwas migdatowy jest stosowa-
ny jako sktadnik preparatow o wiasciwo$ciach nawilzajacych, przeciwzmarszczkowych
i peelingujacych [3]. Jest on rowniez prekursorem W produkcji potsyntetycznych penicy-
lin, cefalosporyn, $rodkéow eliminujacych otyto$¢ oraz farmaceutykdéw zwalczajgcych
wirusa HIV ibiataczke. Znajduje tez zastosowanie W procesie rozdzielania racemicz-
nych alkoholi iamin [4]. Ponadto kwas ten wykazuje whasciwosci bakteriostatyczne,
dlatego podawany jest doustnie w postaci soli amonowej lub wapniowej w leczeniu
infekcji drog moczowych. Zwigzek ten jest skuteczny w zwalczaniu prostych infekcji
wywotlanych przez bakterie Gram-ujemne i kilka gatunkow bakterii Gram-dodatnich [5].
Dodatkowo kwas migdatowy jest metabolitem etylobenzenu i styrenu, ktore sa stosowa-
ne do wyrobu tworzyw sztucznych, farb, powtok lateksowych, kauczuku syntetycznego
oraz zywicy poliestrowej. Zarowno etylobenzen jak i styren zostaly zaklasyfikowane
jako kancerogeny grupy 2B (potencjalne zwigzki rakotworcze). Zwigzki te W organizmie
ludzkim sg metabolizowane do kwasu migdatowego wydalanego z moczem, co sprawia,
iz kwas ten moze stanowi¢ role biomarkera ekspozycji na styren i etylobenzen [6]. Po-
nadto wykazano, iz pochodne kwasu 4-hydroksymigdatowego nazywane polihydroksy-
lowanymi amidami kwasu migdatowego, wykazuja wigksza aktywno$¢ antyoksydacyjna
niz o-tokoferol, czyli jeden znajwazniejszych przeciwutleniaczy wystepujacy
w organizmach ssakow [5]. Kwas 4-hydroksymigdatowy jest naturalnie wystepujacym
metabolitem tyraminy i podobnych amin biogennych, ktéry mozna znalez¢ w moczu [7].

177



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

OH
OH

@)
HO

Rys. 1. Wzor kwasu 4-hydroksymigdatowego.

Antyoksydantem mozna nazwaé substancje, ktora wykazuje zdolno$é¢ zapobiegania,
hamowania lub op6Zniania procesu utleniania innych substancji. w uktadach biologicz-
nych przeciwutleniacze odgrywaja wazng role w usuwaniu wolnych rodnikoéw np. ROS
(Reactive Oxygen Species) i RNS (Reactive Nitrogen Species), przez co przyczyniaja si¢
do redukcji stresu oksydacyjnego [8]. Antyoksydanty znalazly zastosowanie w przemy-
$le spozywezym, gdzie sa dodawane do zywnosci w celu zahamowania autooksydacji
lipidow i biatek [9]. w pracy przeprowadzono badania aktywno$ci antyoksydacyjnej
kwasu 4-hydroksymigdatowego i jego soli z sodem i potasem.

Cze$¢ eksperymentalna: Synteze soli kwasu 4-hydroksymigdatowego 2z sodem
i potasem wykonano poprzez rozpuszczenie nawazek kwasu w stechiometrycznej obje-
tosci wodorotlenku sodu lub wodorotlenku potasu. Aktywno$¢ antyrodnikowa kwasu 4-
hydroksymigdatowego i jego soli z sodem i potasem oznaczono metoda spektrofotome-
tryczng, poprzez reakcje rodnika DPPH" (2,2-difenylo-1- pikrylohydrazyl) z badanymi
zwigzkami o odpowiednich stezeniach. Absorbancje probek mierzono po 1-godzinnej
inkubacji przy dlugosci fali A=517 nm. Wyniki podano w postaci procentu inhibicji
rodnika DPPH (%l) wyliczonego ze wzoru:
517 517
% -100%
gdzie: %I - procent inhibicji rodnika DPPH, A}'7 - absorbancja proby kontrolnej, A3'7 -
absorbancja proby z dodatkiem przeciwutleniacza.
Nastepnie wyznaczono parametr ECs czyli stgzenie przeciwutleniacza, ktore powoduje
obnizenie poczatkowego stezenia rodnika DPPH™ o 50%. Aktywno$¢ redukcyjng zwiaz-
kow okreslono metoda FRAP, ktora opiera si¢ na redukcji jonow Fe** do Fe”* przez
antyoksydanty. Badanie polegato na dodaniu do roztworu FRAP,-badanego zwigzku
0 stezeniu 0,05 mol/dm®. Wszystkie proby inkubowano przez 8 minut i zmierzono ab-
sorbancje¢ kazdej z nich przy dlugosci fali A=595 nm. Wyniki wyrazono w jednostkach
FRAP [umol Fe*/dm?], ktore wyznaczono na podstawie krzywej wzorcowej dla siar-
czanu(VI) zelaza(II). Badania pomiaru absorbancji wykonano na spektrofotometrze
NANOCOLOR VIS.

%l =

Wyniki: Zbadano wtasciwosci antyoksydacyjne kwasu 4-hydroksymigdatowego i jego
soli z sodem i potasem. Na podstawie krzywych zalezno$ci procentowej inhibicji rodni-
ka DPPH" od st¢zenia badanych zwigzkéw wyznaczono parametr ECs, dla kazdego
znich (rys. 2). Im nizsza jest warto$¢ ECsy tym wicksze whasciwosci antyrodnikowe
posiada analizowany zwigzek. Najlepsza aktywnos$¢ przeciwrodnikowag wykazuje sol
kwasu 4-hydroksymigdatowego z potasem (0,179 mmol/dm?). Niewicle stabsze wiasci-
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wosci posiada sé1 analizowanego kwasu z sodem (0,188 mmol/dm?). Oznacza to, iz oba
kompleksy charakteryzuja si¢ wiekszg zdolnoscia do redukcji rodnika DPPH niz sam
kwas (0,272 mmol/dm®).

03 - 0,272

M kwas 4-

0'1188 0,179 hydroksymigdatowy
4-hydroksymigdalinian
sodu

M 4-hydroksymigdalinian
potasu
O ,

Rys. 2. Wyniki oznaczenia aktywnos$ci antyrodnikowej zwiazkéw metoda DPPH.
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Wyniki metody FRAP wyrazono W postaci jednostek FRAP (rys. 3), ktore okreslono na
podstawie krzywej wzorcowe] siarczanu(VI) zelaza(Il). w tym przypadku im wyzsza
warto$¢ parametru, tym wicksze wlasciwosci redukujace posiada zwiazek. Najwyzsza
aktywno$é redukcyjna wykazuje kwas 4-hydroksymigdatowy (13,35 pmol Fe?"/dm?),
nizsza so6l badanego kwasu z potasem (7,21 umol Fe?*/dm?) i niewiele nizsza sol kwasu
z sodem (6,25 pmol Fe?*/dmd).
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Rys. 3. Wyniki oznaczenia aktywnosci redukcyjnej zwiazkoéw metoda FRAP.

Whioski: Do oznaczania aktywno$ci przeciwutleniajacej zwigzkéw mozna zastosowac
szereg metod analitycznych, ktore r6znig si¢ warunkami przeprowadzania analizy (czas
inkubacji probki, st¢zenie roztworéw) oraz sposobem prezentacji wynikow, co nieraz
uniemozliwia przeprowadzenie analizy porownawczej. Niestety, czesto brakuje korelacji
migdzy wynikami uzyskanymi dla tego samego materialu z uzyciem réznych metod.
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Zastosowane chemiczne metody oznaczania zdolnoSci przeciwutleniajacej kwasu
4-hydroksymigdatowego i 4-hydroksymigdalinianow sodu i potasu oparte na pomiarze
redukcji jonéw metali (FRAP) oraz zdolnosci wylapywania syntetycznego rodnika
(DPPH), daty rozbiezne wyniki. Sole kwasu 4-hydroksymigdatowego z sodem i potasem
wykazuja wyzsza aktywnos$¢ antyrodnikowa zmierzong testem DPPH niz sam kwas.
W przypadku metody FRAP sole te posiadaja nizsza aktywno$¢ redukcyjng niz kwas.

Badania wykonane wramach grantu Narodowego Centrum  Nauki
nr 2018/31/B/NZ7/03083
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BIO-PROFILOWANIE PREPARATOW ROZENCA GORSKIEGO
ZA POMOCA TLC-DB i HPLC-DAD

H. NIKOLAICHUK!? M. STUDZINSKI® I.M. CHOMA!, 'UMCS, Wydzial Che-
mii, Katedra Chromatografii, Pl. Marii Sklodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin,
2Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydzial Biomedyczny, Zaklad Bioanalityki,
ul. Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin, *'UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Fizycz-
nej, PL. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Rézeniec gorski jest znanym adaptogenem roslinnym o réznorodnych wia-
Sciwosciach farmakologicznych. Bio-profilowanie oparte na chromatografii cienkowar-
stwowej (ang. TLC) w potaczeniu z bezpo$rednig bioautografiag (ang. DB), a nastepnie
z wysokosprawng chromatografia cieczowa z zastosowaniem detektora z matrycg dio-
dowa (ang. HPLC-DAD) okazalo si¢ niezawodng i wygodng metodg jednoczesnego
okres$lania autentyczno$ci i bioaktywnoéci surowcow rozenca gorskiego. Metoda ta
pozwolita na pordwnanie i rozréznienie trzech probek rozenca gorskiego oraz okreslenie
ich autentyczno$ci. Ponadto, przeprowadzone badania dostarczyty informacji o wtasci-
wosciach chemicznych i biologicznych probek oraz pozwolity na jakosciows i ilosciowa
ocene tzw. markerow jako$ci: rozawiny, salidrozydu, p-tyrozolu i hydrochinonu.

Woprowadzenie: Rézeniec gorski jest znang na catym $wiecie ro$ling lecznicza stoso-
wang w tradycyjnej medycynie europejskiej i azjatyckiej przede wszystkim jako adapto-
gen. Oznacza to, ze rdzeniec pomaga organizmowi ludzkiemu wytworzy¢ nietoksyczna
i niespecyficzng odpowiedz na stresory fizyczne, biologiczne ichemiczne [1,2]. Ze
wzgledu na popularno$é¢ produktow z rozenca gorskiego, zwilaszcza wsrdd sportowcow,
mogg one by¢ falszowane innymi gatunkami rézenca oraz surowcami niskiej jakosci,
ponadto syntetycznymi stymulatorami poprawiajagcymi wydajnos¢, np. sterydami. Prak-
tyki te zwiazane s z brakiem skuteczno$ci preparatu, a co gorsza, z potencjalnym ryzy-
kiem dla organizmu cztowieka. w prezentowanych badaniach wykryto charakterystyczne
zwigzki markerowe (rozawina, salidrozyd, p-tyrozol, hydrochinon) w produktach, ktore
wg deklaracji producenta, miaty zawiera¢ rozeniec gorski. Do pordwnania tozsamosci,
wartosci farmakologicznej i sktadu wybranych produktéw wykorzystano HPLC-DAD
oraz TLC — DB. Techniki te dostarczajg uzupehiajacych si¢ wzajemnie danych (analiza
ilosciowa i skrining biologiczny), ktore wykorzystalismy do rozroznienia gotowych
produktow objetych proba. Analiza TLC dostarczyta danych jako$ciowych do okreslenia
zwigzkow markerowych i umozliwita stosunkowo szybkie porownanie wizualne roznych
produktow.

Czes¢ eksperymentalna:. Trzy ekstrakty (0.1g/mL) z rzenca gorskiego (suchy korzen
i kfacze rozenca gorskiego firmy NatVita, Poland (S1), suplement diety Altermedica,
Poland (S2) i farmakopealny standard rézenca gorskiego Sigma Aldrich (S3)) zostaty
przygotowane metoda maceracji W metanolu. Maceracja trwata 72 godziny, po tym
czasie ekstrakt zostat odfiltrowany i przechowywany w fiolce z ciemnego szkta wtempe-
raturze -8°C. Probki o objgtosci SuL nanoszono na plytki z zelem krzemionkowym
10cm x 20cm (zel krzemionkowy Fs4 Merck, Niemcy) jako 8mm pasma, za pomoca
aplikatora Linomat 5 (CAMAG, Szwajcaria) z predkoscig 150nL/s. Ptytki chromatogra-
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ficzne zostaly rozwinigte za pomoca fazy ruchomej: octan etylu: metanol: woda
(77/13/10 v/v) na dystans 8cm w komorze kanapkowej DS (Chromdes, Polska). Odpa-
rowanie fazy ruchomej nastgpowalo poprzez pozostawienie rozwinigtej plytki przez
30 min na powietrzu. Zdjecia chromatograméw W wysokiej rozdzielczo$ci przy dhugosci
fali 254nm, 366nm oraz przy swietle widzialnym zostaly zrobione za pomoca kamery do
wizualizacji TLC (CAMAG, Szwajcaria). Rozwinigte, suche i sfotografowane plytki
zostaty poddane detekcji mikrochemicznej, biologicznej i biochemicznej (TLC-DB). Do
oznaczenia przeciwutleniaczy byt stosowany test DPPH, do oznaczenia substancji prze-
ciwbakteryjnych — test B. subtilis, do oznaczenia inhibitorow enzyméw — testy inhibicji
acetylcholinoesterazy (AChE), lipazy, tyrozynazy i a-glukozydazy. Szczegdtowe infor-
macje dotyczace przygotowania testow sg opisane w publikacji [3]. Chromatogramy
HPLC-UV/Vis-DAD zbierano przy uzyciu chromatografu Shimadzu Corporation (Kyo-
to, Japonia): jednostka sterujaca CBM-20A, dwie pompy LC-20AD (gradient wysokiego
ci$nienia), odgazowywacz DGU-20A5R, autosampler SIL -20AC HT, termostat kolum-
nowy CTO-20AC i detektor SPD-M20A. Kolumna: Phenomenex Kinetex C18 100,
wymiary: 4.6 mm x 150 mm. System pracowat pod kontrola oprogramowania LabSolu-
tions (Shimadzu Corporation) w wersji 5.71SP2. Przeptyw fazy ruchomej wynosit
1 mL/min. Objeto$¢ dozowanej probki zostata ustawiona na 10 ul dla standardow i 1 pl
dla ekstraktow. Gradient temperatury i programu czasowego sktadu acetonitryl/woda
skonstruowano w nastegpujacy sposob:

Etap 1 - 0-7 min acetonitryl 10 do 12% (v/v), temperatura 30°C.

Etap 2 - 7-25 min acetonitryl 12-100% (v/v), temperatura 30°C.

Etap 3 - 25-45 min acetonitryl 100%, temperatura 60°C.

Kazda probka zostata dozowana potrdjnie, a prezentowane wyniki sa S$rednimi
Z uzyskanych wynikow. Wartosci RSD czasow retencji i powierzchni pikow byty nizsze
lub rowne 5%. Detekcje diodowa ustawiono na zbieranie danych przy diugosci fali
218 nmi 254 nm.

Whyniki: Profilowanie TLC i TLC-DB zostalo uzyte do poréwnania réznic wizualnych
miedzy wybranymi probkami rézenca gorskiego, ktére moga by¢ spowodowane falszo-
waniem lub niska jakoscia produktu. Wybrane testy derywatyzacyjne (profilowanie
chemiczne) i testy biologiczne (bio-profilowanie, DB) pozwalaja uzyskaé fingerprinty
(profile, bio-profile) sktadu chemicznego i aktywnosci biologicznej probek. Trzy probki
rozenca gorskiego(S1 - suchy korzen i ktgcze, S2 - suplement diety, S3 - farmakopealny
standard) wykazywaly rézne profile UV, chemiczne i biologiczne (rys. 1). Chromato-
gramy wskazuja na réznorodnos¢ sktadnikow zawartych w ekstrakcie (cukry, glukozy-
dy, kwasy, terpeny, saponiny, polifenole itp.), a takze rézne zdolnosci inhibicji enzyma-
tycznej (AChE, lipazy, tyrozynazy, a-glukozydazy) oraz wtasciwosci przeciwbakteryjne
(test B. subtilis) i przeciwutleniajace (test DPPH). Chociaz trzy badane probki maja
roézne profile, mozna je jednoznacznie zidentyfikowac jako gatunek rozenca gorskiego
na podstawie chemicznych i biologicznych fingerprintow. Najbardziej zblizona do far-
makopealnego standardu jest probka S1. Bardzo wazng roznica pomig¢dzy probkami jest
brak markeru autentycznosci tzw. rozawiny w probce S2. Probka S1 wykazala silne
hamowanie AChE, lipazy, a-glukozydazy i tyrozynazy, a takze silne dziatanie przeciwu-
tleniajace i przeciwbakteryjne. Natomiast probka S2 wykazala stabsze hamowanie lipa-
zy, tyrozynazy i a-glukozydazy wraz z dziataniem przeciwutleniajacym i przeciwbakte-
ryjnym. Ta rdznica moze by¢ zwigzana z innym pochodzeniem, warunkami zbioru lub
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przechowywania, co skutkuje r6znym sktadem chemicznym. Aby uzyskac¢ wigcej infor-
macji, zastosowano HPLC-DAD do wykrywania ioznaczania iloSciowego czterech
sktadnikoéw markerowych (rozawiny, salidrozydu, p-tyrozolu i hydrochinonu) w trzech
probkach rézenca gorskiego.

Chemiczne profilowanie

Bio-profilowanie
A

L

i B | .
Rys. 1. Zestawienie testow TLC-DB dla rézenca gorskiego. Kolejno: a) 254 nm; b) 366 nm; c) AS (vis); d) AS
(366nm); e) PMA (vis); f) PMA (366nm); g) tymol (vis); h) tymol (366nm); i) PABA (vis); j) PABA (366nm);
k) BCG (vis); 1) NP-PEG (366nm); m) test DPPH (vis); n) test AChE (vis); o) test a-glukozydaza (vis); p) test
lipaza (vis); q) test tyrozynaza (vis); r) test B. subtilis (vis).

Otrzymane wyniki wykazaly réznice w obecno$ci markeréw iich ilogci w probkach
rozenca gorskiego. Zawarto$¢ markerow w ekstraktach obliczono z krzywych kalibra-
cyjnych skonstruowanych dla czterech wzorcow (tabela 1). Zakresy liniowe, rownania
regresji, wspotczynniki korelacji oraz warto$ci LOD i LOQ podano w tabeli 2.

Tabela 1. Zawartos¢ rozawiny, salidrozydu, p-tyrozolu i hydrochinonu w prébkach rézenca gorskiego.

Zawarto$¢ £ SD (pg/mL)
Kod produktu

Rozawina Salidrozyd p-Tyrozol [Hydrochinon
S1 64,044+3,882 | 124,157+3,246 [41,907+2,529|10,642+0,489
S2 ND 64,146+4,042 |52,659+1,658(12,227+0,012
S3 106,064+5,647(176,168+17,825|57,556+0,581(15,732+1,378

Wyniki HPLC-DAD (tabela 1) wskazaty i potwierdzity wyniki TLC dotyczace braku
rozawiny w probce S2. Natomiast probki S1 i S3 zawieraja wszystkie cztery markery.
Zawarto$¢ rozawiny, gldéwnego markera autentyczno$ci rozenca gorskiego, Wynosi
64.044+3.882 pg/mL dla probki S1 oraz 106,064+5,647 pg/mL dla farmakopealnego
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standardu S3. Ilo$¢ salidrozydu byta najwyzsza w probee S3, a najmniejsza w probcee S2.
Iloéci p-tyrozolu wahaty si¢ od 57,556+0,581 ng/mL (S3) do 41,038+2,609 pg/mL (S1).
Otrzymane wyniki r6znig si¢ to od wynikow Marcheva [4], gdzie w probkach rozenca
gorskiego wykryto jedynie $ladowe ilosci p-tyrozolu. Najwigksza ilo§¢ hydrochinonu
(15,732+£1,378 pg/mL) stwierdzono wprdobce S3, anajmniejsza W probce
S1(10,642+0,489 pg/mL). Wyniki HPLC-DAD sugeruja, ze zawarto$¢ sktadnikow
markerowych rézenca gorskiego zalezy od rodzaju produktow (suplementy, suchy ko-
rzen i klacze czy farmakopealny standard).

Tabela 2. Liniowo$¢, czas retencji, wspolczynnik determinacji (R2) wybranych markeréw analizowanych
metoda HPLC

Markery |Czas retencji| Liniowo$é | Réwnanie R?(n=3) LOD LOQ

min /mL krzywej
(min) (ng/mL) yWej (ng/mL) (ug/mL)

Rozawina 15,35 100-500 y =31849x - | R*=0,9997 1,176 3,564
144011

Salidrozyd 3,63 100-500 |y =2895.8x-| R2=0,984 0,081 0,244
123469

p-Tyrozol 5,39 100-500 y =8053x - | R*=10,9758 12,553 38,041
199138

Hydrochinon 2,85 100-500 y =14009x - | R?2=0,9805 5,310 15,704
305234

Whioski: Bio-profilowanie oparte na TLC-DB w potaczeniu z HPLC-DAD okazato si¢
wiarygodng ikompleksowa metoda oceny tozsamosci, wartoSci farmakologicznej
i sktadu wybranych produktow rozenca gorskiego. Wyniki wskazaty, ze probki rozenca
gorskiego majg rozne, W poréwnaniu ze standardem S3, aktywnosci biologiczne i sktad.
Ponadto brak rozawiny w probce S2, stwierdzony za pomoca TLC i potwierdzony meto-
da HPLC-DAD, moze wskazywa¢ na falszerstwo, niska jako$¢ surowca lub degradacje¢
enzymatyczng markera W suplemencie. Oprocz standardu S3, tylko probka S1 zawiera
wszystkie markery rézenca gorskiego, co $wiadczy o dobrej jako$ci preparatu.
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SYNTEZA i ANALIZA SPEKTROSKOPOWA KOMPLEKSU
Ni"-Ce'"'-Ni'"' z LIGANDEM N,Os-DONOROWY M

A. FITOWSKA, B. CRISTOVAO, A. BARTYZEL, D. OSYPIUK, UMCS, Instytut
Nauk Chemicznych, Wydzial Chemii, Katedra Chemii Ogolnej, Koordynacyjnej
i Krystalografii, pl. Marii Curie-Sktodowskiej 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Heterotrojrdzeniowy kompleks Ni'-Ce"-Ni" (rys. 1) otrzymano w wyniku
reakcji jonow niklu(II) i ceru(lll) z N,N’-bis(5-bromo-2-hydroksy-3-
metoksybenzylideno)-2-hydroksypropyleno-1,3- diamina. w sieci krystalicznej Ni"-Ce'""-
Ni" jony niklu(l1) i ceru(l1l) potaczone sa dwoma mostkami tlenowymi pochodzacymi
od zdeprotonowanych grup hydroksylowych zasady Schiffa oraz dodatkowo poprzez
atomy tlenu dwupozycyjnych mostkujacych grup karboksylanowych jonow octanowych.
w widmie FTIR zasady Schiffa pasmo charakterystyczne dla grupy azometinowej
UC=N) wystepuje przy liczbie falowej 1640 cm™, a widmie kompleksu przy okoto 1635
cm™, co potwierdza koordynacje jonu metalu z atomami azotu liganda. Pasma absorpcji
pochodzace od asymetrycznych i symetrycznych drgan walencyjnych grupy karboksyla-
nowej jonu octanowego v,(OCO) i 15(OCO) obecne sg odpowiednio przy okoto
1559 cm™ i 1417 cm™,

Whprowadzenie: Zasady Schiffa, nazywane réwniez azometinami, sa krystalicznymi
zwigzkami otrzymywanymi W reakcji kondensacji aldehydow/ketonow
z pierwszorzgdowymi aminami. Istotne znaczenie dla wiasciwosci aplikacyjnych tych
zwigzkoéw ma grupa azometinowa -C=N-, w ktérej donorowy atom azotu o hybrydyzacji
sp® stanowi miejsce do przylaczenia metalu i utworzenia zwiazku kompleksowego. Ak-
tywno$¢ biologiczng zasad Schiffa zwigzana jest z obecnos$cig grupy azometinowej
w ich strukturze, dzieki czemu zwigzki te wykazujg wiasciwosci przeciwmalaryczne,
przeciwgrzybicze i przeciwnowotworowe. Azometiny  wystepujg  powszechnie
w przyrodzie, czego przyktadem jest rodopsyna, barwnik wystepujacy W siatkowce oka
odpowiedzialny za prawidtowe widzenie po zmroku. Ancistrocladidine to zwigzek o
wlasciwosciach przeciwmalarycznych wyizolowany z ro$liny Ancistrocladaceae, nato-
miast pochodne gossypolu otrzymanego z gruczotéw barwnikowych bawelny Gossy-
pium wykazuja silne dziatanie przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe. Zasady Schiffa
ze wzgledu na szereg interesujacych wlasciwosci fizykochemicznych znalazty zastoso-
wanie w wielu dziedzinach nauki i technologii. w medycynie uznawane sa za substancje
wspierajace profilaktyke i terapie przeciwnowotworowe. w przemysle azometiny uzy-
wane sg do produkcji filtrow stonecznych i fotostabilizatorow oraz jako katalizatory
w procesach fotoelektrochemicznych. Znane jest takze ich zastosowanie w magazyno-
waniu pamigci molekularnej, komputerach optycznych isystemie obrazowania.
w chemii koordynacyjnej wazng rolg pelnig zasady Schiffa typu salenu. Nazwa zwycza-
jowa salen pochodzi od substratow reakcji kondensacji — czton ,,sal” odnosi si¢ do alde-
hydu salicylowego, natomiast ,.en” oznacza etylenodiamine. Kompleksy salenu wyko-
rzystywane sa m.in. w katalizie i chemii analitycznej np.: w wykrywaniu joné6w nieorga-
nicznych [1-11].
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Rys. 1. Schemat kompleksu Ni"-Ce"'-Ni".

Przyktadem zasady Schiffa typu salenu jest N,N’-bis(5-bromo-2-hydroksy-3-
metoksybenzylideno)-2-hydroksypropyleno-1,3-diamina (HzL) - wielofunkcyjny ligand,
ktory posiada siedem potencjalnych atomow donorowych: dwa atomy azotu grup imi-
nowych, trzy atomy tlenu grup hydroksylowych oraz dwa atomy tlenu grup metoksylo-
wych i moze koordynowaé zaréwno jony metali 3d (0 mniejszym promieniu jonowym)
jak i jony metali 4f (o0 wigkszym promieniu jonowym).

Cze$¢ eksperymentalna: N,N’- bis(5-bromo-2-hydroksy-3-metoksybenzylideno)-2-
hydroksypropyleno-1,3-diaming (HsL) otrzymano w wyniku reakcji kondensacji meta-
nolowych roztworéw 5-bromo-2-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu i 1,3-diamino-2-
propanolu w stosunku molowym 2:1 (rys. 2).

f?%

—0 —N N=
2 ) e B OH HO Br +2H,0
Br OH + th/\(\NHZ MeOH d )

OH

? T

C|[]3 CH, CIL,;
Rys. 2. Schemat syntezy N,N *-bis(5-bromo-2-hydroksy-3-metoksybenzylideno)-2-hydroksypropyleno-1,3-

diaminy.

Zwiazek kompleksowy otrzymano podczas reakcji liganda HsL (0,4 mmol) rozpuszczo-
nego w metanolu z metanolowymi roztworami octanu niklu(ll) (0,4 mmol) i azotanu(V)
ceru(lll) (0,2 mmol). Widma ATR-FTIR zasady Schiffa i kompleksu zarejestrowano
w zakresie 4000-500 cm™ na spektrofotometrze Nicolet 6700 FTIR wyposazonym
W uniwersalng przystawke ATR z krysztatem diamentowym.
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Wyniki: W kompleksie heterotréjrdzeniowym Ni'-Ce"'-Ni" (rys. 1) liczba koordynacyjna
jonu Ce(IIT) wynosi 10. Sfere koordynacyjng jonu 4f-elektronowego tworza atomu tlenu
pochodzace od dwdch podwojnie zdeprotonowanych ligandow N,Os-donorowych oraz
atomy tlenu dwupozycyjnych mostkujacych grup karboksylanowych jonéw octanowych.
Natomiast liczba koordynacyjna jonow Ni(Il) jest rowna 6. w sferze koordynacyjnej jonu
3d-elektronowego znajduja sie¢ dwa atomy azotu grup azometinowych i dwa atomy tlenu
zdeprotonowanych grup hydroksylowych zasady Schiffa oraz dwa atomy tlenu pochodza-
ce od czasteczki rozpuszczalnika (metanol) ijonu octanowego. w widmie ATR-FTIR
zarejestrowanym dla zasady Schiffa (tabela 1, rys. 3) pasmo charakterystyczne dla grupy
azometinowej v(C=N) wystepuje przy liczbie falowej 1640 cm™ natomiast w kompleksie
heterordzeniowym Ni"-Ce"-Ni" jest ono przesuniete W kierunku nizszych liczb falowych
i jest obecne przy okoto 1635 cm™, co $wiadczy o tym, Ze nastapita koordynacja jonu ni-
Klu(ll) przez atomy azotu zdeprotonowanej  N,N’-bis(5-bromo-2-hydroksy-3-
metoksybenzylideno)-2-hydroksypropyleno-1,3-diaminy. w widmie FTIR kompleksu
widoczne jest rowniez szerokie pasmo o matlej intensywnosci z maksimum przy okoto
3230 cm™ charakterystyczne dla drgan rozciagajacych grupy OH, Y O—H) wskazujace na
obecnos¢ czasteczek rozpuszezalnika (metanol) oraz niezdeprotonowanych grup hydroksy-
lowych zasady Schiffa w strukturze zwigzku.

Tabela 1. Wartosci liczb falowych [cm™] pasm drgan grup charakterystycznych w widmach ATR-FTIR
liganda (HsL) i kompleksu Ni'"Ce"'Ni".

HsL Ni"ce"Ni" Proponowane
przyporzadkowanie drgan
3280w 3230w OH)
2902w 2918w YC-H)
1640vs 1635s C=N)
- 1559m {C=C) + v(OCO)
1517s - UC=C)
1477s 1463m {C=C) + 1,(OCO)
1371m - {C_0) +3(C_H)
- 1289vs 1C-0)
1246vs 1234vs {C-0)
1102s - 1{C-0-C)
1038s - UC-0-C)
975m 1029m C=C)
895m 945m AC-H)
923m - AC-H)
863m - #{C-H), §CCC)
837m 843m AC-H)
760m 781m #C-OH)
696m - C-Br) +{C-H)
636m 690m {C-Br)+&CCC)
- 615m UC-Br)+{C-H) + §C=C)
570m 566m C-Br+»M-0)
vs — bardzo silne, s—silne, m — $rednie, w — stabe, 1 rozciagajace ,
6 — deformacyjne w ptaszczyznie, - deformacyjne poza plaszczyzna, as
— asymetryczne, sym- symetryczne
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Intensywne pasmo wystepujace przy liczbie falowej okoto 1289 cm™ jest charaktery-
styczne dla drgan walencyjnych grupy C-O, {C-O). Pasma w zakresie 1559-1234 cm™
zwigzane sg takze z drganiami deformacyjnymi wiazania C—H w plaszczyznie pierscie-
nia, &(CH) i drganiami walencyjnymi pierscienia C=C, {C=C), a pasma w zakresie 945-
615cm™ pochodza od pozaptaszczyznowych drgan deformacyjnych wiazania C—H, {C—
H) oraz od drgan walencyjnych C-Br, {C-Br). w widmach FTIR badanego kompleksu
pasrlno charakterystyczne dla drgan wigzania M-O, YM-0) zaobserwowano przy 566
cm™[9,10].

I,II(L\‘JI) KOMPLEKS
""\\ 'VV\-’\,
VoM ﬂ A » \
| vy ” |
f \ M l""‘ “ ( ‘\ iln;ss “" ‘ \ \ ‘ ’]/A\ {\/\ IJA
‘ ‘\ il ) u ‘ ‘ \ f q f /) v
[ ,’, jn \ [ 4] | ‘ ‘57'0 1559 |‘ / \ \‘ l[ |
\ | ‘ ﬂi ‘ | “ 975 ‘ | o l J\‘J V |
‘ H‘ [V \ ‘< | ‘ ‘ 636 | \ 945 ,/\ i
H ‘.‘ 863 \ \
| \

]
1500 1000 el 1500 1000 500
liczba falowa (cm ) liczba falowa (cm™)

Rys. 3. Fragment widm ATR-FTIR liganda HsL oraz kompleksu Ni"-Ce"'-Ni".

Whioski: Wyniki analizy spektroskopowej sa zgodne z wynikami rentgenowskiej analizy
strukturalnej. Duzg zaleta analizy spektroskopowej w podczerwieni z transformacjg Fou-
riera (FTIR) jest mata ilo$¢ probki potrzebnej do badan oraz mozliwo$¢ szybkiej analizy
otrzymanego zwiazku, co umozliwia wstgpng ocen¢ reakcji kompleksowania.
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WPLYW TEMPERATURY na STABILNOSC WODNYCH
SUSPENSJI HALOIZYTU i GUMY GUAR

E. GODEK!, E. GRZADKA? 'UMCS, Wydzial Chemii, Katedra Radiochemii
i Chemii Srodowiskowej, P1. Marii Sklodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin, 2UMCS, Wy-
dziat Chemii, Katedra Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, P1. Marii Sktodowskiej-
Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Celem pracy byto zbadanie wplywu temperatury na stabilno$¢ zdyspergowa-
nych suspensji haloizytu i gumy guar. Uzyskane wyniki pokazuja, ze wraz ze wzrostem
temperatury i stezenia biopolisacharydu obserwuje si¢ wzrost stabilnosci badanego ukta-
du. Pomiary wykonano metoda spektrofotometryczng. Najbardziej prawdopodobny
mechanizm stabilizacji okreslono na podstawie badan adsorpcyjnych.

Wprowadzenie: Haloizyt (N-H) jest naturalnym mineratem ilastym o wzorze chemicz-
nym Al,Si,0s(0OH)4nH,0. Jest to glinokrzemian warstwowy nalezacy do grupy kaolini-
tu [1]. Pod wzgledem budowy haloizyt i kaolinit sg bardzo podobne do siebie. Niezwy-
kle interesujaca wlasno$cia tego typu mineratéw ilastych jest ich zdolnos¢ do oddziaty-
wania z substancjami nieorganicznymi i organicznymi. Oddziatywanie to moze zacho-
dzi¢ na drodze adsorpcji na powierzchni ziaren mineratu, wymiany kationé6w lub interka-
lacji. Zastapienie naturalnych kation6w nieorganicznych innymi kationami organicznymi
poprawia zdolno$ci adsorpcyjne N-H, a powstale interkalaty maja inne wlasciwosci
fizyko-chemiczne niz wyjsciowe materiaty [2]. Haloizyt charakteryzuje si¢ wieloma
cennymi wilasciwosciami: duzg powierzchnig wtasciwg i porowatos$cia, wysokg jono-
wymienno$cig, neutralnym charakterem dla Srodowiska, a takze duzymi zdolno$ciami
sorpcyjnymi, dlatego tez znajduje szerokie zastosowanie W przemysle [3]. N-H wyko-
rzystuje si¢ jako no$nik lekarstw, skladnik kosmetykow, atakze nawozow [4].
W przemysle kosmetycznym glinka haloizytowa stosowana jest jako sktadnik pudrow,
podktadéw, kremow, maseczek itonikow. N-H posiada wilasciwosci antybakteryjne
i zdolno$¢ absorbowania z powierzchni skory zanieczyszczen, od$wieza, wygladza
i wzmacnia naczynia krwionosne. Swietnie nadaje si¢ do skory wrazliwej, a takze tra-
dzikowej i tojotokowej [5]. Guma guar (GG) to rozpuszczalny w wodzie niejonowy
biopolisacharyd, ktory pozyskuje si¢ z bielma ziaren rosliny Cyamopsis tetragonoloba
z rodziny bobowatych (Leguminosae), ktora rosnie przede wszystkim na terenach Indiii
Pakistanu [6]. Jest to galaktomannan, ktory sktada si¢ z liniowego tancucha szkieleto-
wego jednostek mannozy potgczonych wigzaniami -1,4 z jednostkami galaktozy pota-
czonymi wigzaniami o-1,6 (2:1), ktore petnig funkcj¢ tancucha bocznego [7]. Guma guar
pierwotnie byta stosowana W przemysle papierniczym i tekstylnym. Najczeéciej wyko-
rzystuje si¢ ja jako zagestnik w przemysle spozywczym (E412) [8]. GG stosuje si¢
W przemysle kosmetycznym — wykorzystywana jest do produkcji past do zgbow, pianek,
balsamow, szamponoéw i maseczek. Dzigki niej kosmetyki moga przyjmowac forme zeli.
Zapobiega rozwarstwianiu si¢ faz, natomiast na skorze pozostawia wrazenie gtadkosci
[9]. Przemyst farmaceutyczny wykorzystuje gume guar jako sktadnik zageszczajacy
w produkcji prasowanych tabletek, srodek wypelniajacy niektérych lekow czy srodek
umozliwiajacy stopniowe uwalnianie si¢ substancji aktywnej z dawki leku [10]. Niewie-
le wiadomo na temat wplywu gumy guar na wiasciwosci stabilizacyjno-flokulacyjne
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uktadow koloidalnych zawierajacych mineraly ilaste. Badano jedynie wpltyw gumy guar
na stabilno$¢ i whasciwoscei fizyczne soku pomaranczowego [11]. Badano réwniez rolg
nanokompozytow na bazie gumy guar W procesie oczyszczania wody poprzez usuwanie
barwnikow i jondw metali [12]. Temperatura jest waznym czynnikiem wpltywajacym na
stabilno$¢ uktadéw koloidalnych, ale niestety dane literaturowe zawieraja niewiele in-
formacji odnosnie jej wplywu na stabilnos¢ wodnych suspensji polisacharydow
i mineratéw ilastych. w zwigzku z czym tematem tym warto si¢ zainteresowac, poniewaz
tego typu uktady maja wysoki potencjat aplikacyjny W przemysle.

Cze$¢ eksperymentalna: Przeprowadzono analiz¢ wptywu biopolisacharydu — gumy
guar na wilasciwosci stabilizacyjno-flokulacyjne wodnych suspensji haloizytu metoda
spektrofotometryczng UV-VIS W trzech warto$ciach temperatury: 15, 25 i 35°C. Mecha-
nizm stabilizacji okre$lono na podstawie badan adsorpcyjnych.

Whyniki: Rys. 1 przedstawia wielko$¢ adsorpcji GG na powierzchni N-H w trzech war-
tosciach temperatury: 15, 25 i 35°C. z wykresu wynika, ze guma guar bardzo dobrze
adsorbuje si¢ na powierzchni haloizytu, a plateau adsorpcyjne ustala si¢ szybko i wynosi
okoto odpowiednio 0,10, 0,11 i 0,12 mg/m?. GG jest niejonowym polimerem, w zwiazku
Z tym, za mechanizm adsorpcji na powierzchni ujemnie natadowanego haloizytu nie
odpowiadaja oddziatywania elektrostatyczne. Mozna wiec twierdzi¢, ze W przewazaja-
cym stopniu adsorpcja GG na MMT opiera si¢ na oddzialywaniach hydrofobowych
i wigzaniach wodorowych [13]. Waznym jest tez fakt, Ze wraz ze wzrostem temperatury
obserwuje si¢ niewielki wzrost wielkosci adsorpcji polimeru na powierzchni mineratu
ilastego. w wyjasnieniu tej zaleznosci bardzo pomocna bedzie analiza zmian konforma-
cyjnych adsorbujacych tancuchow polimerowych w funkcji temperatury [14]. Prawdo-
podobnie, w niskiej temperaturze makroczasteczki gumy guar adsorbuja si¢ na po-
wierzchni haloizytu w mniej rozbudowanej konformacji. Natomiast wraz ze wzrostem
temperatury zwinigte fancuchy polimerowe zaczynaja si¢ rozwija¢. Oznacza to, ze ma-
kroczasteczki polimeru przyjmuja bardziej rozbudowana konformacj¢ bogata w petle
i ogony, dzigki czemu tafcuchy polimerowe moga taczy¢ si¢ ze sobg mostkami wodo-
rowymi. w efekcie na powierzchni haloizytu tworzy si¢ grubsza warstwa adsorpcyjna,
wigc adsorpcja GG na powierzchni N-H wzrasta wraz ze wzrostem temperatury. rys. 2
przedstawia wptyw stezenia GG na stabilno$¢ wodnych suspensji haloizytu w trzech
warto$ciach temperatury: 15, 25 i 35°C. z wykresu wynika, ze w temperaturze pokojo-
wej wodna suspensja haloizytu bez dodatku biopolisacharydu jest catkowicie niestabilna,
o czym $wiadczg niskie warto$ci absorbancji i jej gwattowny spadek w czasie. Dodatek
zwigzku wielkoczasteczkowego do uktadu drastycznie zmienia sytuacje. z wykresu wy-
nika, ze wraz ze wzrostem st¢zenia GG wzrasta stabilno$¢ suspensji haloizytu, czego
powodem jest efektywna adsorpcja GG na powierzchni N-H. Wynika to z tego, ze wraz
ze wzrostem temperatury konformacja tancuchow polimerowych jest bardziej rozbudo-
wana i warstwa adsorpcyjna jest grubsza, co przektada si¢ na wzrost wielkosci adsorpcji
polimeru na powierzchni mineratu ilastego, czego konsekwencja jest wzrost stabilnosci
uktadu [15]. w zwigzku z tym, najbardziej prawdopodobnym mechanizmem odpowie-
dzialnym za stabilno$¢ uktadu jest stabilizacja steryczna. Ten typ stabilizacji charaktery-
zuje si¢ tym, ze dlugie tancuchy polimerowe zaadsorbowane na ciele statym i catkowicie
pokrywajace jego powierzchni¢ powoduja, ze dwie czastki fazy stalej nie moga si¢ do
siebie zbliza¢ i W ten sposob uktad jest stabilny.
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Rys. 1. Wielko$¢ adsorpcji gumy guar Rys. 2. Wplyw temperatury na stabilno$¢ wodnej
na powierzchni haloizytu. suspensji gumy guar i haloizytu.

Whioski: Guma guar ma wtasciwosci stabilizujace i moze by¢ stosowana jako skutecz-
ny stabilizator wodnych suspensji haloizytu. Najbardziej prawdopodobnym mechani-
zmem odpowiedzialnym za stabilno$¢ ukladu jest stabilizacja steryczna, wynikajaca
z efektywnej adsorpcji GG na powierzchni N-H. Takie zachowanie badanych uktadow
jest wynikiem zmian konformacyjnych zaadsorbowanych makroczasteczek. Wraz ze
wzrostem temperatury wzrasta wielko$¢ adsorpcji GG na powierzchni N-H, co przektada
sie na wzrost stabilno$ci. Najwieksza stabilno$¢ uzyskano w temperaturze 35°C i przy
stezeniu gumy guar wynoszacym 200 ppm. Tak wiec uktad ten mozna poleci¢ jako naj-
lepsze rozwigzanie do zastosowan komercyjnych.
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WPLYW NADMIARU SPERMINY na TWORZENIE
ZWIAZKOW KOMPLEKSOWYCH JONOW EUROPU(III)

J. FRYMARK, M. ZABISZAK, R. JASTRZAB, UAM, Wydziat Chemii, ul. Uniwer-
sytetu Poznanskiego 8, 61-614 Poznan.

Abstrakt: Badano wptyw nadmiaru poliaminy biogennej na proces tworzenia si¢ zwigz-
kow  kompleksowych w uktadach potrojnych zawierajacych jony europu(Ill),
a-hydroksykwas (kwas jablkowy, kwas winowy) oraz sperming. Stwierdzono powsta-
wanie zwigzkow kompleksowych na podstawie badan potencjometrycznych, a za pomo-
cg komputerowej analizy danych potencjometrycznych wyznaczono ich sktad oraz ogol-
ne state trwatosci. Za pomocg metod spektroskopowych (CD, IR, luminescencja) po-
twierdzono tworzenie si¢ form kompleksowych.

Wprowadzenie: Spermina (rys. 1) jest to jedna z poliamin biogennych, ktéra pelni waz-
na role w organizmach zywych [1]. Podwyzszony jej poziom w organizmach wystepuje
w przypadku gwaltownego wzrostu komorek dopiero rozwijajacych sig, jak i szybko
rozmnazajacych si¢, do ktoérych mozna zaliczy¢ takze komorki nowotworowe [2,3].
Wazrost ten wynika ze zmian ilo$ci enzymoéw odpowiedzialnych za biosynteze oraz kata-
bolizm komorek.

H

/\/\ /\/\/N\/\/Nuz
H,N N
- H

Rys. 1. Wzér strukturalny sperminy.

a-hydroksykwasy, do ktorych naleza kwasy jabtkowy (Mal) oraz kwas winowy (Tar)
maja szerokie zastosowanie zar6wno W przemysle kosmetycznym jako sktadnik kosme-
tykow [4], w przemysle spozywczym, gdzie uzywane sg jako konserwanty [5], ale row-
niez W syntezie chemicznej jako podstawowy sktadnik reakcji chemicznych [6].
Ze wzgledu na swoja budowe o-hydroksykwasy, zawierajac zardwno grupe hydroksy-
lowa oraz karboksylowa (rys. 2), nalezg do ligandow bogatych w tlen ale rowniez chet-
nie tworzacych liczne zwigzki kompleksowe zjonami metali zar6wno d- jak i f-
elektronowymi [7]. Badane a-hydroksykwasy nalezg do zwigzkéw czteroweglowych
i dikarboksylowych, zawierajacych w swej budowie asymetryczny atom wegla, wykazu-
jacy aktywnos$¢ optyczng, co powoduje, ze mozliwe jest zbadanie struktur tworzonych
zwiazkow kompleksowych metoda dichronizmu kotowego (CD).

0 OH (0]
a) b)
HO HO

(@] OH 0 OH

Rys. 2. Wzor strukturalny: a) kwas jabtkowego; b) kwas winowy.
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Ponadto powszechnie uzywanym sposobem do detekcji i obrazowania w diagnostyce
medycznej jak rowniez W monitorowaniu procesu leczenia jest zastosowanie wtasciwo-
$ci luminescencyjnych [8,9]. Do zwiagzkoéw wykazujacych wlasciwosci luminescencyjne
naleza zwigzki kompleksowe jonow lantanowcéw, W tym jondw europu(Ill). Ponadto
W zaproponowanym uktadzie mozna spodziewaé si¢ wystepowania stabych odziatywan
pomiedzy skompleksowanym a-hydroksykwasem a poliaming czego wynikiem bedzie
wzmocnienie luminescencji spowodowanej obecno$cia poliamin W zewnetrznej sferze
koordynacyjnej jonow lantanowcow tzw. efekt anteny.

Cze$¢ eksperymentalna: Reakcje kompleksowania zostaty zbadane za pomoca mia-
reczkowania potencjometrycznego wykonanego przy uzyciu zestawu Titrino 702
Methrom wyposazonego W autobiurete Titrino 702SM z elektroda szklang kombinowa-
n3. Przed kazdym miareczkowaniem przeprowadzano kalibracj¢ pH-metru stosujac
roztwory buforowe o pH 4,02 i pH 9,22. Miareczkowania prowadzono w $cisle okreslo-
nych warunkach temperatury (20=1°C), w atmosferze gazu obojetnego (hel 5.0) przy
statej sile jonowej wynoszacej p= 0,1 mol/dm*® (KNO;). Stezenia jondw metalu w probee
wynosily 0,001 mol/dm* ®stosunek molowy w uktadach podwéjnych jonu metalu do
ligandéw wynosit 1:1, natomiast w uktadach potrojnych 1:1:1 oraz 1:1:10(nadmiar po-
liaminy). Kazde miareczkowanie prowadzono w zakresie pH 2,5-11,0 i powtarzano je
dwunastokrotnie. Sktad oraz ogélne state trwato$ci tworzenia si¢ kompleksow obliczono
wykorzystujac komputerowa analiz¢ danych potencjometrycznych stosujac program
HYPERQUAD. Pomiary spektroskopowe zostalty wykonane przy wartosciach pH,
w ktorych stezenie danej formy kompleksowej bylo najwyzsze. Badania IR wykonano
na spektrofotometrze IFS 113v FT-IR firmy Bruker dla probek, a stezenie jonéw metalu
wynosito 0,001 mol/dm®. Badania CD wykonano na spektrofotometrze J810 firmy JA-
SCO przy stezeniu 0,0005 mol/dm® dla uktadéw podwojnych, natomiast dla ukladow
z nadmiarem sperminy 0,0001 mol/dm?®. Badania luminescencyjne wykonano na spek-
trofluorymetrze F7000 firmy Hitachi, a stezenie jonoéw metali wynosito 0,001 mol/dm?.

Wyniki: W badanych uktadach potrojnych jon europu(IIl)/a-hydroskykwas/spermina
potwierdzono tworzenie si¢ zwigzkéw kompleksowych: form sprotonowanych w ukta-
dzie z kwasem jabtkowym, ale réwniez form hydroksylowych w przypadku uktadu
z kwasem winowym. Na podstawie otrzymanych danych sporzadzono krzywe dystry-
bucji form kompleksowych (rys. 3) oraz okre$lono state trwatosci (logf) oraz state row-
nowagi reakcji chemicznych (logKe) (Tab. 1). w uktadach z nadmiarem sperminy zaob-
serwowano analogiczne formy kompleksow do uktadu rownomolowego, jednak charak-
teryzujacych si¢ wigkszymi warto$ciami statych rownowag reakcji tworzenia. w celu
potwierdzenia procesu kompleksowania oraz okreslenia wewn¢trznej sfery koordyna-
cyjnej jonu europu(l11) wykorzystano metody spektroskopowe (IR, CD, luminescencja).
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BEU(IIN)

Rys. 3. Dystrybucja form kompleksowych w ukladzie: a) Eu**/kwas winowy/spermina 1:1:1;
b) Eu**/kwas winowy/spermina 1:1:10; c) Eu®*/kwas jablkowy/spermina 1:1:1; d) Eu®**/kwas jabtko-
wy/spermina 1:1:10;
1 - Eu™; 2 - Eu(AHA)Hs(Spm); 3 - Eu(AHA)H,(Spm); 4 - Eu(AHA)H;(Spm); 5 -Eu(AHA)H,(Spm);
6 - Eu(AHA)H(Spm); 7 - Eu(AHA)(Spm); 8 - Eu(AHA)(Spm)(OH); 9 - Eu(AHA)(Spm)(OH);
10 - Eu(AHA)(HAHA); 11 - Eu(AHA); 12 - Eu(AHA)(OH); 13 - Eu(Spm)H; 14 - Eu(OH):;
15 - Eu(OH)s,

Tabela 1. Ogolne wartosci statych trwatoéci (logp) oraz stale rownowagi reakcji chemicznych (logK.) dla
kompleksow.

Forma kompleksowa Kwas winowy (Tar) Kwas jabtkowy (Mal)
logp logKe logp logK.
Eu(AHA)Hs(Spm) 51,35(3) 7,98
Eu(AHA)H,(Spm) 46,68(1) 8,01 47,71(2) 9,04
Eu(AHA)H;(Spm) 41,91(1) 11,52 40,50(3) 10,11
o Eu(AHA)H,(Spm) 34,66(1) 13,38 33,31(2) 12,03
- Eu(AHA)H(Spm) 26,08(1) 15,18 24,54(3) 13,63
Eu(AHA)(Spm) 16,76(1) 16,67 15,87(2) 15,87
Eu(AHA)(Spm)(CH) 6,60(1) 3,61
Eu(AHA)(Spm)(OH), | -4,70(2) 2,46
logs logKe logs logKe
Eu(AHA)Hs(Spm)
Eu(AHA)H,(Spm) 47,52(6) 8,85
Eu(AHA)H;(Spm) 44,51(4) 14,12 45,26(1) 14,87
3 Eu(AHA)H,(Spm) 40,04 (6) 18,76 41,12(1) 19,84
= Eu(AHA)H(Spm) 32,99(6) 22,07
Eu(AHA)(Spm) 25,49(6) 25,49 26,58(1) 26,58
Eu(AHA)(Spm)(CH) 16,39(7) 4,66
Eu(AHA)(Spm)(OH), | 7,30 (6) 4,69
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Whioski: W  ukladach potrojnych skladajacych si¢  zjondéw  europu(lll),
a-hydroksykwasow oraz sperminy stwierdzono tworzenie si¢ form kompleksowych
protonowych typu Eu(AHA)H,(Spm), gdzie x= 0-5, form hydroksylowych oraz dihy-
droksylowych. Nadmiar poliaminy wptywa na wyzsze wartosci statlych rownowagi reak-
cji chemicznych dla analogicznych form kompleksowych wzgledem do uktadu réwno-
molowego. Badania spektroskopowe potwierdzity, ze w niskich wartosciach pH spermi-
na wystepuje W zewnetrznej sferze koordynacyjnej, oraz oddziatuje niekowalencyjnie
Z skoordynowanym kwasem. Wraz ze wzrostem pH, nastepuje zdeprotonowanie grupy
aminowej w poliaminie i stopniowe przytaczanie si¢ sperminy do wewngtrznej sfery
koordynacyjnej.

Literatura:

1. B. Ganem, Accounts of Chemical Research 15 (1982) 290.

2.J. Janne, L. Alhonen, P. Leinonen, Annals of Medicine 23 (1991) 241.

3. R. Jastrzab, M.T. Kaczmarek, M. Nowak, A. Trojanowska, M. Zabiszak, Coordination Chemistry Reviews
351 (2017) 32.

4. B.A. Green, R.J. Yu, E.J. Van Scott, Clinics in Dermatology 27 (2009) 495.

5. R. Jastrzab, M. Zabiszak, M. Nowak, Na pograniczu chemii i biologii, tom XXXIII, Wydawnictwo
Naukowe UAM, Poznan 2014.

6. J. Gawronski, K. Gawronska, Tartaric and malic acids in synthesis: a source book of building blocks,
ligands, auxiliaries, and resolving agents, Wiley, New York, 1999.

7. E. Bermejo, R. Carballo, A. Castifieiras, A.B. Lago, Coordination Chemistry Reviews 257 (2013) 2639.

8. G. Bao, Journal of Luminescence 228 (2020) 117622.

9. R.D. Teo, J. Termini, H.B. Gray, Journal of Medical Chemistry 59 (2016) 6012.

195



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

BADANIE WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNYCH
KOMPLEKSOW TERBU i CERU z WYBRANYMI KWASAMI
FENOLOWYMI

G. TYNIECKA, G. SWIDERSKI, W. LEWANDOWSKI, Politechnika
Biatostocka, Wydziat Budownictwa i Nauk o Srodowisku, Katedra Chemii, Biologii
i Biotechnologii, Ul. Wiejska 45E, 15-351 Biatystok.

Abstrakt: W pracy przedstawiono wyniki badan wptywu lantanowcow- terbu i ceru na
zmian¢ aktywnosci antyoksydacyjnej ligandow kwaséw fenolowych. Zbadane zostaty
kompleksy kwasu galusowego (3,4,5-trihydroksybenzoesowego). Przeprowadzono row-
niez analize widm spektroskopowych (FTIR i UV-Vis) badanych zwigzkow.

Woprowadzenie: Kwasy fenolowe naleza do wtdrnych aromatycznych metabolitow
ro$linnych. Do kwasow fenolowych mozna zaliczy¢ kwasy hydroksycynamonowe
i kwasy hydroksybenzoesowe. Glownymi pochodnymi kwasu hydroksybenzoesowego
sa kwasy: galusowy, elagowy, protokatechowy i 4-hydroksybenzoesowy. Ich st¢zenie
w owocach i warzywach na og6t jest niskie, Z wyjatkiem niektorych czerwonych owo-
cow, czarnej rzodkwi, cebuli iskorki ziemniakow [3]. Kwasy fenolowe ciesza si¢
ogromng popularnosécia spowodowang ich potencjalnymi wilasciwosciami ochronnymi
przed chorobami wywotanymi przez uszkodzenia antyoksydacyjne [1]. Oprocz dziatania
przeciwutleniajacego i przeciwrakotwérczego kwasy fenolowe dziatajg jako reduktory,
neutralizatory wolnych rodnikéw i wygaszacze powstawania tlenu singletowego [2].
Wykazuja réwniez dziatanie zokciopedne i przeciwbakteryjne. Kwas galusowy, gtéwny
przedstawiciel kwasow hydroksybenzoesowych, dziata antyseptycznie, §ciggajaco i ma
wlasciwosci przeciwpotne. Kwasy hydroksybenzoesowe charakteryzujg sie mniejszymi
wlasciwosciami antoksydacyjnymi niz kwasy hydroksycynamonowe. Jest to zwigzane
Z ich budowa chemiczna. Na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca ma wptyw wiele czynnikow,
m.in. ilo$¢ grup hydroksylowych oraz ilos¢, rodzaj a takze polozenie innych grup funk-
cyjnych w czasteczce kwasu [4]. Mozna zatem podejrzewaé, ze kompleksowanie kwasu
galusowego lantanowcami wplynie na zmian¢ aktywnosci antyoksydacyjnej. W pracy
zbadano wiasciwosci antyoksydacyjne kwasu galusowego oraz jego soli terbi i ceru.

Czes¢ eksperymentalna: Synteza kompleksow terbu i ceru kwasu galusowego: Przygo-
towano roztwory soli sodowych kwasu galusowego poprzez odwazenie ok 0,1g krysta-
licznego kwasu i rozpuszczenie nawazki W roztworze wodorotlenku sodu o stezeniu
0,1mol/dm? w ilosci stechiometrycznej 1:1. Nastepnie do roztwordéw dodawano stechio-
metryczng objetoé¢ metanolowego roztworu TbCl; oraz CeCls 0 stezeniu 0,01mol/dm?
(stosunek metalu do ligandu 1:3). Tak powstate mieszaniny odstawiono na 2-3 dni stra-
cenia osadow. Nastepnie osady odsaczono na sgczkach filtracyjnych i przemywano mie-
szaning wody destylowanej z etanolem (1:1) celem usunigcia nadmiaru chlorkéw. Osady
zebrano z sgczkoéw i wysuszono w temperaturze pokojowej. w pracy przeprowadzono
analize struktury badanego kwasu i jego soli z terbem i cerem przy uzyciu metod spek-
troskopowych (spektroskopii w podczerwieni FTIR i UV-Vis). Widma w podczerwieni
rejestrowano metodg transmisyjng z zastosowaniem matrycy KBr. Pomiar widma wyko-
nywano w zakresie liczb falowych 4000- 400 cm™ za pomoca spektrofotometru pod-
czerwieni Alfa firmy Bruker. Widma UV-Vis rejestrowano na spektrofotometrze
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UV/Vis DR 5000 dla metanolowych roztworéw kwasu galusowego i jego kompleksow
z terbem i cerem o stezeniu 5-10™ mol/dm®. Aktywnos¢ antyoksydacyjna kwasu galuso-
wego ijego kompleksow zterbem icerem okreSlono metoda spektrofotometryczna
w reakcji z rodnikiem DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) [5]. Wyznaczono st¢zenia
roztworow, dla ktorych nastgpuje wygaszanie 50% rodnika (parametr IC 50). Zbadana
zostala tez zdolno$¢ analizowanych zwiazkéw do redukcji jonow Fe®* metoda FRAP [6].
Pomiary przeprowadzono metoda spektrofotometryczng przy uzyciu Spektrofotometru
Nanocolor® UV/VIS II firmy Macherey-Nagel.

Wyniki: Zarejestrowano widma FTIR oraz widma UV-Vis kwasu galusowego i jego
kompleksow z terbem i cerem (Rys.1.). Zaobserwowano, ze na widmach FTIR komplek-
sow zanikaly charakterystyczne dla kwasu galusowego pasma pochodzace od drgan
grupy karbonylowej (C=0).

/\
b A
.

Rys.1. Widmo podczerwieni (po lewej) i widmo UV-Vis (po prawej) kwasu galusowego (a), kompleksu
kwasu galusowego z terbem (b) i kompleksu kwasu galusowego z cerem (c)

W widmie kwasu galusowego obecne sg charakterystyczne pasma drgan dla kwasow
karboksylowych, tj. charakterystyczne pasma pochodzace od drgan rozciagajacych
grupy karbonylowej v(C=0), drgania deformacyjne poza ptaszczyzng grupy karbo-
nylowej oraz drgania rozciggajace grupy karboksylowej v(C-OH). Obserwuje si¢
rowniez obecno$¢ pasm drgan rozciagajacych grupy hydroksylowej v(OH).
w widmie kwasu galusowego obecne sg rowniez pasma pochodzace od drgan grup
hydroksylowych przytaczonych do pierScienia aromatycznego -OH: drgania rozcig-
gajace v(OH),, drgania deformacyjne w plaszczyznie pierscienia B(OH),.
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Tabela 1. Wartoéci liczb falowych oraz intensywnos$ci pasm grupy karboksylowej i anionu karboksyla-

nowego w widmach kwasu galowego i kompleksow z terbem i cerem.

Kwas galusowy Kompleks terbu Kompleks ceru
IRkgr IRkgr IRkgr Przypisanie
1666 v(C=0)
1647 S v(C=0)
1630 1630 M 025(CO0)
1382 S 1384 M Veym(CO0O)
1268 S v(C-OH)

Po skompleksowaniu kwasu galusowego jonem lantanowca obserwuje si¢ na wid-
mach zanik pasm pochodzacych od drgan rozciggajacych grupy karbonylowej C=0
i hydroksylowej -OH, natomiast pojawiaja si¢ pasma §wiadczace 0 drganiach anionu
karboksylowego COO". w widmach komplekséw obserwuje sie¢ pasma pochodzace
od drgan rozciagajacych asymetrycznych v,(COQY) i drgan rozciagajacych syme-
trycznych vgm(COO’). Obecno$¢ drgan pasm anionu karboksylowego COO
w widmie IR $wiadczy o zastapieniu atomu wodoru w grupie karboksylowej ligandu
jonem metalu. Kompleksowanie kwasu galusowego jonami lantanowca powoduje
charakterystyczne zmiany w widmie kwasu. Oprocz pojawienia si¢ pasm drgan
anionu karboksylowego, w miejsce drgan grupy karboksylowej, obserwuje si¢ znik-
niecie lub zmiane pozycji i intensywnosci pasm aromatycznych.

Tabela 2. Maksima absorbancji obecne na widmach UV-VIS kwasu galusowego ijego kompleksow
z terbem i cerem.

[nm] Kwas galusowy Kompleks z terbem Kompleks z cerem
Amax 1 281 286 289
Amax?2 263 - 239

Na widmie elektronowym kwasu galusowego w zakresie $wiatta UV (rys.1.) zaob-
serwowano dwa pasmo, ktorych maksima potozone jest przy dlugosci fali 281 nm
(tabela 2.). Pasma te zwigzane sg z przejsciem elektronowym n—7* W pierscieniu
aromatycznym ligandu. w kompleksie terbu iceru zaobserwowano przesunigcie
batochromowe (w kierunku fal dtuzszych) tych pasma, co $wiadczy o stabilizujacym
efekcie jonow lantanowcow na uktad aromatyczny ligandu. w przypadku kompleksu
terbu, drugie pasmo obecne w ligandzie zanikto, natomiast w kompleksie ceru zaob-
serwowano przesuniecie hipsochromowe tego pasma. Najwicksza aktywnos$¢ antyu-
tleniajaca wobec rodnika DPPH wykazuje kwas galusowy (1Cs,=0,46 pmol/dm®) za$
najmniejsza aktywnos¢ wobec rodnika DPPH wykazuje kompleks kwasu galusowe-
go zcerem (ICs0=0,65umol/dm®). Najwicksza zdolnos¢ do redukowania jonéw
zelaza Fe** wykazuje kwas galusowy przy stezeniu 5-10 mol/dm?® i wynosi ona
6,173 pmol/dm®. Najmniejsza zdolnos¢ do redukowania jonow zelaza Fe** przy ste-
zeniu 5-10™ mol/dm® wykazuje kompleks kwasu galusowego z cerem i wynosi ona
1,899umol/dm® (rys.2.).
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Rys. 2. Aktywno$¢ antyoksydacyjna kwasu galusowego i jego kompleksow z terbem i z cerem wyznaczona
jako inhibicja rodnika DPPH (IC50) oraz zdolno$¢ redukcji jonow zelaza Fe®* w tescie FRAP.

Whioski: Analiza widm FTIR oraz UV Vis pozwolita okre$li¢ wptyw jonu lantanowca
na uktad aromatyczny kwasu. Jony lantanowcow jak wskazuje analiza widm FTIR oraz
widm elektronowych wptywa stabilizujaco na uklad pi-elektronowy pierscienia aroma-
tycznego kwasow. Badania wlasciwosci antyoksydacyjnych metodga DPPH i FRAP wy-
kazaly, ze lantanowce-terb i cer wptywaja na zmiang wlasciwosci przeciwrodnikowych
kwasu galusowego. w obu kompleksach zaobserwowano spadek wiasciwosci antyoksy-
dacyjnych wobec rodnika DPPH oraz spadek zdolnosci redukcji jondw zelaza Fe**,

Praca wykonana wramach grantu Narodowego Centrum Naukowego
nr 2018/29/B/NZ9/01997.
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BADANIA SPEKTROSKOPOWE, TERMICZNE
i RENTGENOWSKIE POLIMEROW KOORDYNACYJNYCH
JONOW Eu(I11) i Th(I11) z KWASEM
4,4’-STILBENODIKARBOKSYLOWYM

M. GROSZEK, R. LYSZCZEK, A. OSTASZ, S. PIKUS, Instytut Nauk Chemicznych,
Wydzial Chemii, Katedra Chemii Ogoélnej, Koordynacyjnej i Krystalografii, Pl. Marii
Curie-Sklodowskiej 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Praca zawiera podstawowa charakterystyke polimeréw koordynacyjnych, ze
zwroceniem uwagi na roéznorodne ligandy organiczne wtym kwas 4,4°-
stilbenodikarboksylowy (H,SDC). Zostaly rowniez przedstawione warunki syntezy
zwigzkow kompleksowych zjonami Ln(IIl) oraz wyniki badan prowadzonych
w zakresie analizy termicznej (TG-DTG-DSC), spektroskopowej (ATR-FTIR) oraz rent-
genowskiej (XRD).

Wprowadzenie: Polimery koordynacyjne sg to zwigzki koordynacyjne tworzace 1, 2 lub
3 wymiarowe polimeryczne struktury poprzez  wigzania  koordynacyjne.
W budowie tych materiatow mozna wyrdznic centra metaliczne oraz ligandy organiczne.
Jednym z bardziej spopularyzowanych zwiazkéw kompleksowych jest UiO-66, ktory
oparty jest na jonach Zr(IV) skoordynowanych przez zdeprotonowana forme kwasu 1,4-
benzenodikarboksylowego [1]. Innym ligandem organicznym zyskujacym na popularno-
sci jest kwas 4,4’-stilbenodikarboksylowy (H,SDC), ktérego atutem jest wysoka stabil-
no$¢ fizykochemiczna z uwagi m.in. na obecno$¢ wigzania podwojnego. Zwigzek kom-
pleksowy oparty na jonach Zr(IV) i Ti(IV) z kwasem H,SDC zostal wykorzystany jako
selektywny czujnik wobec glutanionu (GSH) dzigki wlasciwosciom fluorescencyjnym
[2]. Polimery koordynacyjne sa obiektem zainteresowania gtownie ze wzgledu na ich
znaczng powierzchni¢ wlasciwa (ponad 1500 m?/g), dlatego tez bardzo dobrze spraw-
dzajg si¢ w separacji i magazynowaniu gazow [3]. w pracy przedstawiono synteze¢
i charakterystyke kompleksow Ln(IIl) z kwasem 4,4’-stilbenodikarboksylowym. Do
syntezy polimeréw koordynacyjnych wykorzystano klasyczna metode wytraceniowa,
natomiast charakterystyke¢ uzyskanych zwiazkow wykonano przy uzyciu nastgpujacych
metod: TG-DTG-DSC, ATR-FTIR oraz XRD.

Czes¢ eksperymentalna: Do zsyntezowania komplekséw Eu(IIl) oraz Tb(III) wykorzy-
stano 0,268g H,SDC oraz kolejno 0,171g EuCl; ;0,228g Tb(NO3); (stosunek molowy
2:3). Kwas 4,4’-stilbenodikarboksylowy rozpuszczono w 70 ml wody z wykorzystaniem
mieszadta magnetycznego w warunkach 90°C. Nast¢pnie w celu przeprowadzenia ligan-
da w sdl sodowag wkroplono 21 ml 0,1 molowego NaOH, ktorej po 30 minutach statego
ogrzewania i mieszania pH wynosito 6. Rozpuszczony w 20 ml wody chlorek euro-
pu(Ill) zostat dodany do soli sodowej kwasu H,SDC, nastgpnie po 30 minutach ogrze-
wania i mieszania na mieszadle magnetycznym zostato zmierzone pH = 5,5. Powstaly
osad zostal przesgczony i przemyty woda destylowana, nastgpnie zostal pozostawiony
do wysuszenia w temperaturze pokojowej. Kompleks z jonami Tb(III) zostal zsyntezo-
wany w analogiczny sposob. Analiza spektroskopowa w podczerwieni kwasu 4,4’-
stilbenodikarboksylowego oraz badanych zwiazkow kompleksowych zostata wykonana
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na spektrofotometrze Nicolet 6700 (Thermo Scientific) z diamentowa przystawka odbi-
ciowa Smart iTR w zakresie 4000-600 cm™. Analiza termiczna z zarejestrowaniem
krzywych TG-DTG-DSC zostata przeprowadzona na analizatorze Setsys 16/18 (Seta-
ram). Dyfraktogramy proszkowe zostaly zarejestrowane na dyfraktometrze Empyrean.

Wyniki: W oparciu o analiz¢ termograwimetryczng oraz  spektroskopowa
w podczerwieni ustalono wzory otrzymanych zwiazkéw kompleksowych -Eu,L;-5H,0
oraz Tb,L;-5,5H,0 (gdzie: L:C16H10042'). Widma ATR-FTIR kwasu 4,4’-
stilbenodikarboksylowego (H,SDC) oraz zwiazkéw kompleksowych Eu(IIl) i Tb(III)
(rys. 1) zostaly zarejestrowane metodg ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni.
Widma w podczerwieni otrzymanych zwigzkéw kompleksowych lantanowcow(I1I)
w poréwnaniu do widma wolnego kwasu 4,4’-stilbenodikarboksylowego nie wykazuja
obecnosci pasm charakterystycznych dla wolnego liganda (v(C=0), 1670 cm™; v(COH),
1320 em™; 1290 cm™; B(OH), 946 cm™). Swiadczy to o deprotonacji obydwu grup kar-
boksylowych. Widma ATR-FTIR kompleksow lantanowcow(Ill) sa zdominowane pa-
smami pochodzacymi od drgan rozciagajacych asymetrycznych v,(COO) i drgan roz-
ciggajacych symetrycznych vg,m(COO), ktore znajduja si¢ odpowiednio przy 1523 cm’!
oraz 1398 cm’. Takie wartosci liczb falowych dowodzg podobienstwa w koordynacji
jonoéw lantanowcow(I1I) przez ligand (SDC?). Ze wzgledu na rozmieszczenie grup kar-
boksylanowych w zastosowanym ligandzie organicznym, przyjeto, iz otrzymane zwigzki
kompleksowe maja charakter polimeréw koordynacyjnych. Na widmie ATR-FTIR kwa-
su H,SDC obserwuje liczne pasma w zakresie liczb falowych 2820-2540 cm™ zwigzane
z drganiami rozciggajacymi v(OH) oraz v(CH). Wystgpowanie wielu podmaksimow
w tym zakresie liczb falowych swiadczy o wystgpowaniu wigzan wodorowych pomigdzy
czasteczkami kwasu. Na widmach kompleksow wystepuja szerokie pasma w zakresie
3600-3000 cm™ od drgan rozciggajacych OH z wystepujacych w strukturze zwiazkow
czasteczek wody. w zakresie 1607-1578 cm™ oraz przy 1421 cm™ na widmach obu kom-
pleksow obserwuje si¢ pasma od drgan rozciggajacych v(CaCa,) 1izginajacych
B(Ca:Car). Na widmach ATR-FTIR kompleksow w zakresie 860-631 cm™ wystepuja
pasma od deformacyjnych drgan poza ptaszczyznowych y(Cx,-H) oraz drgan deforma-
cyjnych Y(CarCar).

H:SDC

ThyLs5,5H,0

% Transmitancji

Eusly'5H,0

4060 3000 2000

Liczby falowe [em ]

Rys. 1. Widma ATR-FTIR kwasu 4,4’-stilbenodikarboksylowego oraz jego komplekséw Tb(IIT) i Eu(III).
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Na krzywych TG-DTG-DSC komplekséw Eu,L;-5H,O (rys. 2) oraz Tb,L;-5,5H,O
(rys.3) widoczne sa dwuetapowe rozktady termiczne. Ubytki masy (odpowiednio 8,24%
17,46%) zwiazane z dehydratacja polimeréw koordynacyjnych obserwuje si¢ na krzy-
wych TG kolejno w zakresie temperatury: 72-161°C oraz 31-163°C. Procesowi uwol-
nienia czasteczek wody, towarzyszy efekt endotermiczny. Bezwodne formy kompleksow
sa stabilne termicznie az do temperatury ok. 400°C, Kolejne ubytki masy rejestrowane
na krzywych TG sa zwigzane z rozkladem i spalaniem ligandéw SDC, ktérym towarzy-
sza silne efekty egzotermiczne obserwowane na krzywych DSC w zakresie temperatury:
398-553°C oraz 433-569°C. Dla kompleksu z jonami Tb(III) koncowy stabilny produkt
rozktadu - TbsO,, powstaje przy temperaturze okoto 840°C, natomiast taczny ubytek
masy wynosi 66,7%. Finalny produkt termicznego rozktadu zwiazku kompleksowego
z jonami Eu(Ill) - Eu,0;, obserwuje si¢ przy temperaturze 850°C, a laczny ubytek masy
wynosi 68,4%.
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Rys. 3. Krzywe TG-DTG-DSC kompleksu Tb(III).

Przy pomocy rentgenowskiej analizy fazowej otrzymano dyfraktogramy proszkowe oraz
okreslono podstawowe parametry komorki elementarnej: wolnego kwasu 4,4’-
stilbenodikarboksylowego oraz komplekséow Ln(IIl) (rys.4). Kwas H,SDC krystalizuje
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w uktadzie rombowym o nastgpujacych parametrach elementarnej komorki sieciowe;j:
a=15,481 A, b=14,280 A oraz c=12,575 A, (a=B=y=90°), objetos¢ komoérki byta rowna
2780,11 A%, wspétezynniki dopasowania M(20) oraz F(20) wynosza odpowiednio 4,2
oraz 6,7. Zar6wno zwiazek kompleksowy oparty na jonach Tb(III) jak i jonach Eu(III)
krystalizuje w uktadzie jednosko$nym, a odpowiednie parametry elementarnych komo-
rek sieciowych sa nastepujace: a=19,900 A, b=4,774 A, ¢=29,732 A, o=y=90°,
B=90,831° oraz a=19,133 A, b=4,578 A, c=26,172 A, a=y=90°, p=98,495°. Wyliczone
objetosci elementarnych komorek sieciowych kompleksow Tb(III) oraz Eu(IIl) maja
nastgpujace wartosci: 2824,4 A’ oraz 2267,78 A’. Parametry M(20) i F(20) dla komplek-
su Tb(III) sg rowne 7,5 1 24,8, natomiast dla kompleksu Eu(IIl) wyniosty 5,7 1 13,6.
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Rys. 4. Dyfraktogramy proszkowe kwasu 4,4’-stilbenodikarboksylowego oraz kompleksow Tb(III)
i Eu(III).
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Whioski: Otrzymane zwiazki kompleksowe klasyczng metoda wytraceniowa
z kwasem H,SDC 1ijonami Eu(Ill) oraz Tb(III) zostaty scharakteryzowane metodami
analizy termicznej, spektroskopowej oraz rentgenowskiej. Na podstawie analizy kom-
plementarnych wynikow wnioskuje si¢, ze proces deprotonacji grup karboksylowych
z kwasu H,SDC oraz koordynacji jonow centralnych zaszedt calkowicie i w sposob
zblizony dla obu kompleksow. Analiza krzywych TG-DTG-DSC wykazata, ze komplek-
sy Eu(Ill) oraz Tb(III) sg stabilne termicznie do ok. 400°C. Na podstawie wykonanych
dyfraktograméw proszkowych okre§lono parametry krystalograficzne badanych materia-
Iow kompleksowych, ktore sa polikrystaliczne i izostrukturalne.
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BEZPIECZENSTWO STOSOWANIA
NANO-DWUTLENKU TYTANU

K. WOJCIECHOWSKA!, P. GLAZ', B. WOJCIECHOWSKA, |. ZAWADA’,
D. MATOSIUK?, 'Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydzial Farmaceutyczny, Kate-
dra iZaklad Syntezy i Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, ul. Witolda
Chodzki 4a, 20-093 Lublin, 2WSNS, Wydziat Nauk Spotecznych, ul. Zamojska 47,
20-102 Lublin, *UMCS, Wydziat Politologii i Dziennikarstwa, Instytut Nauk o Polityce
i Administracji, Ul. Gleboka 45, 20-612 Lublin.

Abstrakt: Nanotechnologia jest dziedzing pozwalajaca na otrzymywanie molekut
0 pozadanych rozmiarach, ksztaltach i zastosowaniu, wyspecjalizowanych, $cisle ukie-
runkowanych funkcjach. Mimo wielu mozliwosci istnieje ryzyko potencjatu ekotok-
sycznego. Aktywnos¢ nanoTiO, znaczaco si¢ rozni od aktywnosci innych nanoczaste-
czek metali, takich jak Ag, ZnO, Au. w zaleznosci od cech fizykochemicznych nano
struktury TiO, beda charakteryzowaly si¢ réznym profilem toksykologicznym.

Wprowadzenie: Nanotechnologia jest dziedzing pozwalajaca na otrzymywanie molekut
0 pozadanych rozmiarach, ksztaltach i zastosowaniu, wyspecjalizowanych, $cisle ukierun-
kowanych funkcjach. Istnieja rézne metody wytwarzania nanomateriatlow, fizyczne jak
i chemiczne. Mimo wielu mozliwosci istnieje ryzyko potencjatu ekotoksycznego. Jednymi
Z najszerzej przebadanych nanoczasteczek metali sg nanoczasteczki dwutlenku tytanu
i tlenku Zelaza. Nano FeO charakteryzujg sie silng absorpcja $wiatta widzialnego, wysoka
stabilno$cig chemiczng, niskim kosztem syntezy, iszerokim zastosowaniem. Rownie
obiecujace wlasciwosci wykazuje nano dwutlenek tytanu (TiO,), ktory w zaleznoéci od
rozmiaru czasteczek znalazt zastosowanie W réznych galeziach przemystu. Nanoczasteczki
wchodza w interakcje z roznymi biomolekutami. Aktualnie Zielona Chemia poszukuje
rozwigzan pozwalajacych na synteze zwigzkow W sposob bezpieczny dla srodowiska, czyli
zwigkszajac wydajnos¢ syntezy, przy jednoczesnym ograniczeniu emisji niebezpiecznych
odpadéw, zuzycia energii i ponoszonych kosztow. Do najwazniejszych zatozen nanotech-
nologii nalezy rozwoj nietoksycznych metod, ktére mogly wyprze¢ tradycyjne metody
chemiczne i fizyczne. Wykorzystywanie odpadow jest silnie rozwijajaca si¢ gatezig prze-
mystu. w swojej pracy Ajmal i in. zaproponowali wykorzystanie resztek z owocéw, jako
substratu do syntezy nanoczgsteczek [1, 2, 9].

Czes$¢ eksperymentalna: w przygotowaniu artykutu wykorzystano przeglad artykutow
dostepnych w bazie Taylor&Francis Online.

Whyniki: Badania nad czasteczkami TiO, wykazaly ich wysoki potencjat antybakteryjny
i antyoksydacyjny. Wyjasnia to wykorzystanie TiO, ,przemys$le kosmetycznym
i farmaceutycznym. Nanoczasteczki te sa stosowane glownie do ochrony skory przed
promieniowaniem UV, ale rOwniez W procesie barwienia kosmetykow i zywnosci, past
do zebow. Nano TiO, przeksztatca energi¢ stoneczng w energi¢ elektryczna, przez co sa
zastosowane, jako pOlprzewodniki szerokopasmowe w ogniwach fotowoltaicznych.
Szerokie zastosowanie TiO, rowniez, jako produktu do odkazania powietrza, gleby
i wody spowodowato szybki wzrost tempa produkcji tych nanoczgsteczek, a tym samym
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zwiekszone ryzyko ekotoksycznosci. Aktywno$¢ nanoTiO, znaczgco sie r6zni od ak-
tywnosci innych nanoczgsteczek metali, takich jak Ag, ZnO, Au. Wynika to zZ potencjalu
TiO, do indukowania powstawania reaktywnych form tlenu (ROS), ktére wptywaja na
biatka komorek bakteryjnych. Wywotywany stres oksydacyjny prawdopodobnie odpo-
wiada za mechanizm jego toksyczno$ci wobec komodrek mikroorganizméw. Fototok-
syczne dzialanie nanoTiO, moze mie¢ bezposredni wptyw na fitoplankton, poprzez
zanieczyszczenie wod. Molekutly te moga si¢ rowniez si¢ absorbowa¢ na powierzchni
alg, przez co moga zwigcksza¢ wchianianie niektorych zanieczyszczen i nasila¢ perook-
sydacje lipidow. Wykazano, ze nanoTiO, (~100 nm) charakteryzuje si¢ znacznie wyz-
szym potencjatem toksycznoséci, niz TiO, (~200 nm) w formie nienanometrycznej.
w formie nano TiO, jest zdolny do przenikania przez $ciang komorkowa okrzemek,
mniejsze rozmiary nanostruktur sg $cisle powigzane ze zwigkszona akumulacja we wne-
trzu, w wyniku proceséw endocytozy, dyfuzji lub transportu z uzyciem biatek nosniko-
wych. Wigksza powierzchnia wlasciwa ziarna wplywa na zwigkszenie cytotoksycznosci
bez ekspozycji na promieniowanie UV i fototoksycznosci wywotanej UV w badaniach
in vitro. Mechanizm ten zostat wykorzystany do produkcji powierzchni samoczyszcza-
cych, samodezynfekujacych, ktére zapobiegaja tworzeniu si¢ biofilmu na ich po-
wierzchni. Zwiazek pomiedzy wlasciwosciami fizykochemicznymi a toksyczno$cig nano
TiO, zostat przebadany w wielu badaniach na réznorodnych gatunkach [1, 4, 6, 7]. Wa-
runki testow in vivo pozwalajg na okreslenie efektéw w wyniku krotko- i dugotrwatej
aplikacji. Nano TiO, moze przenika¢ do organizmu poprzez skorg, ale rowniez przez
uktad oddechowy i pokarmowy. Wykorzystanie nanoTiO, , filtrach przeciwstonecznych
ma bezposredni wptyw na jego przenikanie przez naskorek, najczgsciej sa stosowane
czasteczki o rozmiarach 15 nm. Czasteczki o rozmiarze od 200 do 400 nm sa wykorzy-
stywane do zabielenia lub metnienia produktow. Ze wzgledu na stosunkowo maty roz-
miar czasteczek i warstwowa budowe naskoérka nanoczasteczki najtatwiej dyfunduja
przez martwe warstwy epidermy, w niektorych przypadkach migruja do zywych warstw
naskorka. w przeprowadzonych badaniach przez Menzel iin. potwierdzono obecnoéé
nanoTiO, w glebszych warstwach naskorka. Badania przeprowadzone przez niezalez-
nych badaczy wykazaly, ze glebokos$¢ penetracji czasteczek moze si¢ znaczaco rodznic.
w celu zapobiegania penetracji nanoTiO, czasteczki powleka si¢ tlenkiem glinu lub
krzemionka, dodatkowo zapobiegajac agregacji i zwiekszajac kompatybilno$¢ z innymi
sktadnikami preparatu. Nagromadzenie si¢ nanoczasteczek w naskorku moze miejscowo
wywotywaé odczyn alergiczny. NanoTiO, kumuluje si¢ znacznie mniejszym stopniu
w mieszkach wtosowych niz w naskorku. Penetracja nanoczasteczek do zywych warstw
naskorka moze nie$¢ ryzyko wywotania uszkodzen w tancuchu DNA lub RNA, przez
fototoksyczne dziatanie nanoTiO,. Wigkszo$¢ badan in vivo przeprowadzono na my-
szach, gdzie badano roéwniez wptyw nanoTiO; na komorki watroby. Ze wzgledu na moz-
liwosé¢ przenikania nanoTiO; przez uktad oddechowy, w przeprowadzonych badaniach
na zwierzecych modelach stwierdzono mozliwo$¢ wystapienia uszkodzenia ptuc, zwtok-
nienia i nowotworéw ptuc. Badania przeprowadzone pod katem doustnej ekspozycji na
mysich modelach pozwolity okresli¢, ze nanoTiO, byt dystrybuowany glownie
do watroby, $ledziony, nerek i tkanki ptucnej. Nanoczgsteczki TiO, absorbujg promie-
niowanie w zakresie pasma ultrafioletowego, w znacznie mniejszym stopniu sg zdolne
do absorpcji w zakresie $wiatta widzialnego [3, 4, 9]. Na oceng¢ bezpieczenstwa produktu
wpltywa wiele czynnikow, m.in. scharakteryzowanie potencjalnych zagrozen, ocena
odpowiedzi na dawki, narazenia iryzyka. Bezpieczenstwo nanokosmetykéw nie jest
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W pelni potwierdzone. Po wprowadzeniu Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) Nr1223/2009 dotyczacego produktow kosmetycznych testowanie
na zwierzgtach produktow kosmetycznych, jak rowniez ich sktadnikow zostato catkowi-
cie zakazane, co w pewnym stopniu ogranicza mozliwo$¢ uzyskania informacji o ocenie
bezpieczenstwa stosowania danego produktu. Rozporzadzenie podkresla, ze zastosowa-
nie w produktach kosmetycznych nanomaterialdw jest obarczone ryzykiem, gtdwnie ze
wzgledu na niewystarczajacg ilo§¢ badan. Nanomaterialy zostaly okreslone, jako nieroz-
puszczalne lub biotrwale, celowo wytworzone materialy, ktore przynajmniej jeden
Z wymiaréw zewnetrznych lub wewnetrznych posiadajg w skali od 1 do 100 nm. Jesli
W recepturze sg obecne nanomaterialy muszg one zosta¢ zgloszone przed wprowadze-
niem produktu do obrotu. Rowniez potencjat toksyczny kosmetykdéw podlega §cistym
regulacjom, producent musi zwroci¢ szczegdlng uwage na ocene toksycznos$ci miejsco-
wej, czyli dziatania draznigcego zardwno na skore jak i okolice oczu. Powinien réwniez
oceni¢ potencjat alergizujacy, a w przypadku substancji absorbujacych promieniowanie
UV profil fototoksycznos$ci. Margines bezpieczenstwa badanego kosmetyku ocenia sig¢
na podstawie istotnych toksykologicznie drog wchianiania, dziatania ogdlnoustrojowego
i poziomu niewywolujacego dzialania szkodliwego (NOAEL). Rowniez szczegdlng
uwage zwraca si¢ na rozmiar czasteczek nanomaterialow, ich zanieczyszczenie
i mozliwos¢ interakcji z innymi sktadnikami produktu. w Rozporzadzeniu ditlenek tyta-
nu zostal umieszczony W zalgczniku 1V, czyli wykazie barwnikéw dopuszczonych
w produktach kosmetycznych bez adnotacji 0 maksymalnym stezeniu W preparacie go-
towym do uzycia. Chlorek srebra osadzony na dwutlenku tytanu jest wymieniony
W zalgezniku 'V, dotyczacym substancji konserwujacych dozwolonych w produktach
kosmetycznych. Jego maksymalne st¢zenie W produkcie gotowym moze wynosi¢ 0,004
% (w przeliczeniu na chlorek srebra). Dodatkowo jest wyszczegdlniona informacja do-
tyczaca stezenia 20 % AgCl (w/w) na TiOj, a takze informacja o ograniczeniu stosowa-
nia substancji w produktach dla dzieci ponizej 3 lat, w produktach do jamy ustnej
i produktach do oczu iwarg. Jako substancja promieniochronna ditlenek tytanu jest
zamieszczony W zafgczniku VI, Z uwzglednieniem jego maksymalnego stgzenia W prepa-
racie gotowym do 25 %. Stezenie to uznaje si¢ za bezpieczne, niestwarzajace ryzyka
dziatah niepozadanych, zaré6wno dla formy nano jak i niezmikronizowanej, wowczas,
gdy produkt jest aplikowany na skore zdrowa, nieuszkodzong badz niepoparzong przez
promieniowanie UV. Nanomateriaty w kosmetyce sg stosowane szczegolnie ze wzgledu
na mozliwo$¢ wydtuzenia efektow ich dziatania i zwickszenie penetracji w glab skory.
W preparatach przeciwstonecznych nanoczasteczki sa wykorzystywane w celu zwigksze-
nia przejrzystosci kosmetyku lub wydtluzenia czasu utrzymywania si¢ na powierzchni
skory. Chociaz produkty przeciwstoneczne petnig gltéwnie funkcje fotoprotekcyjne,
stosowanie ich w postaci aerozoli stwarza ryzyko narazenia uktadu oddechowego kon-
sumentow na negatywne dzialanie. SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety)
wydato opini¢ dotyczaca bezpieczenstwa stosowania TiO; na powierzchni¢ skory, jednak
ze wzgledu na narazenie na inhalacje nano TiO, ograniczono stosowanie tego zwigzku
w formie do rozpylania. Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (IARC) zaklasyfi-
kowata dwutlenek tytanu w formie sproszkowane;j, jako potencjalny czynnik rakotwor-
czy dla ludzi, na podstawie badan przeprowadzonych na modelach zwierz¢cych. Réwnie
wazne jest bezpieczenstwo stosowania nano TiO, ,, kosmetykach aplikowanych na usta,
ze wzgledu na mozliwo$é przedostania si¢ nanoczasteczek drogg pokarmows [3, 5, 8].
Naturalnie dwutlenek tytanu wystepuje W skatach lub jako oddzielny minerat,
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a syntetyczny gromadzi si¢ glownie W wodach. Nanoczasteczki TiO; sa pozyskiwane
réwniez z innych naturalnych Zrédet m.in. Priopionibacterium, Aeromonas hydrophilia,
Solanumtrilo batum, Catharanthus roseus leaf, Jatropha curcas, Prunus Persia, Mentha
arvensis. Nano TiO, moze by¢ wytwarzany réznorodnymi metodami jak technika zol-
zel, technika hydrotermalna, technika mikrofalowa itechnika odwroconej miceli.
Otrzymane struktury rdznig si¢ struktura krystaliczng (moga tworzy¢ nanorurki, nano-
prety, nanosfery), polem powierzchni jak i modyfikacjami powierzchni, takimi jak ob-
robki powierzchni lub powlekanie. w zaleznosci od cech fizykochemicznych nano struk-
tury TiO, beda charakteryzowaty si¢ réznym profilem toksykologicznym. Dwutlenek
tytanu wykazuje wlasciwosci antybakteryjne wobec E.coli, S. aureus, P. aerugenosa
i Bacillus Subtilis. Dziatanie przeciwbakteryjne i antyoksydacyjne jest $cile skorelowa-
ne zaréwno z dawka jak i wielko$cia nanoczasteczek Pojawiajacy sie trend re-usingu
odpadéw pozwala na ekologiczny rozwoj gospodarczy. Wykorzystanie nanoczasteczek
powinno odbywaé si¢ pod kontrola, glownie ze wzgledu na mozliwo$¢ wywolywania
dziatan ekotoksycznych [2, 4].
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OZNACZANIE METALI CIEZKICH w WODZIE PITNEJ
na OBSZARZE AGLOMERACJI SLASKIEJ

T. MANDOK, E. WUJCICKI, W. REIMANN, J. KLUCZKA, Politechnika Slaska,
Wydziat Chemiczny, ul. Ks. M. Strzody 6, 44-100 Gliwice.

Abstrakt: W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan zawartosci metali ciezkich
w wodzie wodociagowe] na terenie aglomeracji Gornoslasko-Zaglebiowskiej. Jakosc¢
wody oraz jej zdatno$¢ do spozycia wraz z postepem cywilizacyjnym ulegala zmianom,
a bioragc pod uwage uprzemystowienie obszaru Gornego Slaska zwiazane z powstawa-
niem zakladow przemystu cigzkiego, obszar ten stat si¢ szczeg6lnie podatny na zanie-
czyszczenia. Woda odgrywa istotng rolg W zyciu na ziemi, a woda pitna spozywana
przez ludzi wptywa na ich zdrowie i samopoczucie. Dlatego waznym zagadnieniem jest
znajomos$¢ sktadnikéw w niej zawartych, a w szczegolnosci metali cigzkich, takich jak
rte¢, otdw czy kadm. Celem badan byta analiza probek wody pobranych w 21 lokalach
mieszkalnych znajdujacych si¢ na terenie aglomeracji Goérnoslasko-Zaglebiowskie;j.
Okreslono stezenia wybranych metali ci¢zkich izmierzono odczyn pH w badanych
probkach. Oznaczanie metali ciezkich przeprowadzono za pomoca dwoch technik: op-
tycznej spektroskopii emisyjnej (ICP-OES) oraz spektrometrii mas z plazma wzbudzona
indukcyjnie (ICP-MS).

Woprowadzenie: Dziatalno$¢ cztowieka sprawita, iz stan $§rodowiska naturalnego ulegt
znacznym zmianom. Szczego6lny wplyw na ilo$¢ zanieczyszczen wprowadzanych do
srodowiska miat rozwoj przemyshu ciezkiego oraz wzmozony ruch uliczny. Na terenie
Gornego Slaska przez industrializacje powstato wiele hut, kopalni oraz elektrowni maja-
cych swoj wkiad w degradacje srodowiska. Skutki ich wieloletniej dziatalno$ci znaczaco
wptynetly na pogorszenie si¢ stanu srodowiska i cho¢ w ostatnich latach wiele zaktadow
przemyshu cigzkiego zostato zamknigtych, a dzialalnos¢ pozostatych zostata ograniczona
lub technologie unowoczesnione i przyjazne $rodowisku, to pozostaty wyprodukowane
zanieczyszczenia. Woda jest fundamentalng substancja zapewniajaca istnienie zycia na
ziemi. Jej wlasciwosci, takie jak duze ciepto wlasciwe, wysoki moment dipolowy czy
mata pr¢zno$é par powodujg, ze woda posiada dwie wyrdzniajace ja cechy: krazy ona
w uktadzie zamknigtym i jest $wietnym rozpuszczalnikiem. Druga z wymienionych cech
jest szczegdlnie wazna dla funkcjonowania organizméw zywych. Dzigki temu, ze
W wodzie rozpuszcza si¢ wiele substancji mozemy dostarczy¢ organizmowi makro- oraz
mikroelementy, ktére sg niezbedne do utrzymania prawidlowego funkcjonowania orga-
nizmu. Jesli jednak w wodzie wystepuja niepozadane sktadniki, jej spozywanie moze
negatywnie wptywac¢ na organizm. Wsrod niepozadanych substancji mozna wymieni¢
takie zanieczyszczenia wody jak:

e  zanieczyszczenia biologiczne (np. bakterie, wirusy),

e  zwiazki organiczne (np. fenole, ro6znego rodzaju antybiotyki),

e substancje nieorganiczne (np. jony metali ci¢zkich).
W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy skupiono si¢ na trzeciej grupie
z wymienionych rodzajow zanieczyszczen tj. na metalach ciezkich. Obecno$¢ metali
ciezkich w tancuchu pokarmowym jest w dzisiejszych czasach nieunikniona, jednak nie
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powinno si¢ jej bagatelizowaé. Moga one przyczyni¢ si¢ do wielu niekorzystnych zmian
w organizmie takich jak:

e obnizenie odpornosci poprzez negatywne oddziatywanie na uktad od-

pornosciowy,

e  mutacja genow,

e  wystepowanie chordb, miedzy innymi nowotworow czy alergii.
Metale mozna podzieli¢ ze wzgledu na ich szkodliwo$é¢ i toksycznos¢ w organizmie
Zywym na trzy grupy:

e metale 0 najwickszym stopniu niebezpieczenstwa: Cd, Cu, Hg, Pb, Zn,

e metale o wysokim stopniu niebezpieczenstwa: Mn, Mo, Fe,

e metale o $rednim stopniu niebezpieczenstwa: Co, Ni,

e metale o niskim stopniu niebezpieczenstwa: Sr, Zr [1].
Celem niniejszych badan byta analiza st¢zenia metali cigzkich w probkach wody wodo-
ciggowej, dostarczanej na obszarze Aglomeracji Goérno$lasko-Zaglebiowskiej do pry-
watnych odbiorcow. Spoteczenstwo coraz cze¢sciej zwraca uwage na jako$¢ spozywanej
wody i staje przed dylematem, czy kupowana woda w butelkach PET jest rzeczywiscie
zdrowsza od wody wodociggowej. Pytanie to jest szczegdlnie istotne na terenie wcigz
mocno zindustrializowanego Gornego Slaska.

Cze$¢ eksperymentalna: Pobor probek odbywat si¢ zgodnie z normag PN-1SO 5667-5
[2]. Probki byty pobierane do plastikowych butelek PET 0 objetosci 250 ml. Punkty
poboru zostaly roztozone w rdwnomierny sposéb na terenie catej aglomeracji, tak, aby
ich lokalizacja data wyniki reprezentatywne odzwierciedlajace srednig zawarto§¢ metali
ciezkich na catym terenie. Rysunek 1 przedstawia mape¢ z zaznaczonymi punktami
mieszkan, ktore wytypowano do poboru wody. Wode pobierano z kranu, po uprzednim
zdemontowaniu elementéw utrudniajacych pobdr oraz wyczyszczeniu kranu za pomoca
detergentu oraz wody destylowanej. Na miejscu poboru mierzono odczyn pH wody za
pomoca przeno$nego pH metru CP-105. Pobrane probki transportowano w przenosnych
lodéwkach do laboratorium, gdzie przechowywano je w temp. 4-6°C. Nastepnie czgsé
probek poddano mineralizacji za pomoca st¢zonego kwasu azotowego przy uzyciu mine-
ralizatora CEM Mars 5 Digestion Microwave System.
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Rys.1. Punkty poboru probek wody do badan.

Oznaczanie metali cigzkich za pomoca techniki ICP-OES. Metoda ICP-OES jest techni-
ka analityczna, ktéra opiera si¢ na emisji promieniowania o okreslonej dlugosci fali

przez atomy analitu w plazmie wysokotemperaturowej i umozliwia okreslenie stgzen
pierwiastkow. Pomiar odbyt si¢ zgodnie z normg PN-EN 1SO 11885 [2] na spektrome-
trze ICP-OES Varian 710-ES. Za pomocg tej techniki poddano analizie wszystkie probki
surowe oraz mineralizaty oznaczajac w nich Cu, Mn i Zn.

Oznaczanie metali ciezkich za pomocg techniki ICP-MS. Technika ICP-MS jest bardziej
czuta od ICP-OES i opiera si¢ na jonizacji W plazmie indukcyjnie sprz¢zonej oraz ozna-
czaniu analitbw o danym stosunku masy do tadunku. Technika ICP-MS, z wykorzysta-
niem spektroskopu Varian 810-ES, oznaczono Co, Ni, Cd, Hg, Pb i Fe.

Wyniki: W tabeli 1 zestawiono $rednie wyniki stezen metali ci¢zkich w badanych prob-
kach wody. Kursywg pogrubiong zaznaczono przekroczenia limitowanych zarzadzeniem
[3] stezefi, dotyczg one jedynie rtgci i zostaty odnotowane w Gliwicach i Katowicach
Ligocie. Srednie stezenia pozostatych badanych metali mieszcza si¢ w zalecanych Roz-
porzadzeniem limitach [3]. Roznice w warto$ciach stezen poszczeg6élnych pierwiastkow
zwigzane sg z dostarczaniem wody z réznych zrddet, mieszania wody z kilku nitek Zro-
dtowych oraz bardzo rozgalezionego systemu wodnego. Punkty, z ktorych pobierana
byta woda zlokalizowane s na terenie o powierzchni ok. 4 300 km?, liczba os6b zaopa-
trywanych w ta wode stanowi ok. 85% populacji Slaska, a catkowita dtugo$é magistrali
wodnej to ponad 900 km. Dodatkowo, w przepompowniach wody w Mikotowie
i Murckach wody pochodzace z ZUW Dzieckowice, ZUW Goczatkowice oraz SUW
Czaniec sg mieszane przed dostarczeniem do odbiorcéw, a natezenie przeptywu wody
zalezy od chwilowego zapotrzebowania na wode w danym regionie.
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Tabela 1. Zestawienie wynikéw stezen wybranych metali cigzkich w badanych probkach wody, (-*
ponizej granicy oznaczalno$ci metody).

Stezenie[pg/1]

Cu Mn Co Ni Hg Cd Zn Pb Fe

. Brak 30

Limitwg[1] | 50 50 5 50 1 5 300 5 | 500

Chorzéw 6,63 | 4,61 020 | 033 | 000 | 0,02 | 066 | 2211 126

e 050 | 3,92 012 | 021 | 0,00 | 0,06 | 562 | 799 | 147
(Bogucice)

Ledziny 089 | 1,49 008 | 001 | 000 | -* 774 | 562 | 89

By“t’)’:rlg)Roz' o 130 | 033 | 060 | 015 | 006 | 11,93 | 873 | 74

Bytom (Karb) | 3,57 2,23 0,29 0,49 0,39 -* 37,92 4,73 104
Sosnowiec 1,71 6,65 0,10 0,18 0,01 0,16 19,28 8,22 147

SWl@tocc(:ehbwl- 214 1,85 025 | 042 | 0,04 -* 7471 | 7,91 | 100

Tychy 6,80 5,50 0,09 0,01 | 0,68 - 10,57 5,02 364
Siemianowice | 14,19 3,58 0,13 - 0,27 -* 11,44 8,98 416

Ruda Slaska | 539 | 409 | 012 | -~ | o009 | -+ | 16489 | 376 | 178
(Bykowina)

Mikotow 0,67 5,23 0,37 0,53 0,16 0,04 26,96 4,26 224
Pyskowice 4,05 7,71 0,37 0,74 0,26 0,01 | 204,37 | 3,26 220
Ornontowice | 18,94 1,33 0,37 0,04 0,13 0,01 44,27 0,00 132

Zabrze (Ro- | 1650 | 571 | 044 | 112 | 005 | 069 | 2600 | 663 | 96
kietnica)
Ruda Slaska %
(Bielszowios) | 478 | 257 | 043 | 015 | 011 29,18 | 920 | 177
Miasteczko | »/ 15 | 250 | 033 | 075 | 019 | 003 | 10027 | 11,31 | 54
Slaskie
Gliwice 6,88 | 322 | 057 | 1,72 | 339 | 002 | 4458 | 583 | 97

Tapkowice 3,05 2,20 0,49 127 | 0,19 | 0,05 17,81 5,30 152
Knuréw 14,04 2,27 0,17 0,33 | 0,69 | 0,06 71,04 4,82 354

Katowice
(Ligota) 4,11 2,63 0,22 0,32 1,15 0,09 7,84 2,69 98
Zab.rzve' (i 19,98 0,40 0,70 2,48 0,17 -* 35,72 0,40 202
ciejow)
Srednia 8,70 0,127 0,33 0,74 | 0,40 0,06 45,37 6,51 169

Na rys. 2 przedstawiono wartosci pH uzyskane dla wody w poszczegdlnych lokaliza-
cjach. Wszystkie probki charakteryzowaly sie odczynem pH w zakresie 6,8-7,8, co
$wiadczy o odczynie bliskim oboj¢tnemu i wodzie zdatnej do spozycia - wyniki miesz-
czg si¢ W przedziale 6,5-9,5 podanym w Rozporzadzeniu [3]. Najnizszg warto$cig pH
charakteryzowala si¢ woda z Tychow, gdzie pH wody wyniosto 6,83, a najwyzsza woda
z Bytomia (pH=7,70). Srednie pH wody byto réwne 7,37. Ponadto zauwazono zalezno$é
pomi¢dzy wynikami oznaczen metali W probkach niezmineralizowanych (surowych)
i zmineralizowanych. Najwigksze roznice W oznaczeniach zostaty stwierdzone dla zela-
za, ktorego stezenie W probce po mineralizacji bylo w istotny sposob wigksze niz
w probee surowej (rys. 3). w wodzie pitnej obecne sg pewne ilosci zelaza niezdysocjo-
wanego, W postaci nierozpuszczalnych zwigzkéw, np. Fe(OH)s, ktore podczas analizy
bez uprzednio zmineralizowanej probki, osadzajg si¢ na dnie i $ciankach naczyn i nie sg
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oznaczane. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku miedzi. Dla pozostatych metali
nie zaobserwowano istotnych roéznic W stezeniach w probkach wody surowe;j
i zmineralizowane;.
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Rys. 2. Zestawienie wartosci pH wody W poszczegdlnych miejscach poboru probek.
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Rys. 3. Stezenie zelaza (rys. 3a) i miedzi (rys. 3b) w probkach wody surowej (kolor czerwony)
i mineralizowanej (kolor zielony).

Whioski: Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze woda wodociggowa na terenie
aglomeracji Gornoslasko-Zaglebiowskiej charakteryzuje sie¢ wtasciwym odczynem pH
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we wszystkich badanych lokalizacjach, a stezenia metali cigzkich nie sa wigksze od
limitu okreslonego Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia [1]. Watpliwosci moga jedynie
budzi¢ miejscowe przekroczenia stezenia rteci W wodzie, z ktorej korzystaja mieszkancy
Gliwic i Katowic. Nalezy zwroci¢ jednak uwage na fakt, ze wyznaczone stezenia metali
cigzkich w wodzie pitnej nie s3 efektem badan okresowych (pobor probek byt dokonany
tylko dwukrotnie), a stanowia jedynie pewna informacje o chwilowym i lokalnym po-
ziomie stezen metali ciezkich. Kluczowa rola wody w funkcjonowaniu ludzkiego orga-
nizmu i jej cenne wiasciwosci jako rozpuszczalnika oraz podatno$¢ na zanieczyszczenia,
sa powodem aby kontrolowac stezenia poszczegdlnych metali ciezkich w wodzie pitnej.

Literatura:

1. A. Ociepa-Kubicka; E. Ociepa, Inzynieria i ochrona Srodowiska 2 (2012) 169.

2. PN-ISO 5667-5:2017-10, Cz¢$¢ 5: Wytyczne dotyczace pobierania probek wody do picia ze stacji uzdatnia-
nia i z systeméw dystrybucji, Warszawa PKN 2019.

3. Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 7 grudnia 2017r. w sprawie jakosci wody przeznaczonej do spozy-
cia przez ludzi, Dziennik Ustaw, rok 2017 poz. 2294.
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BADANIE REAKCJI KOMPLEKSOWANIA w UKLADZIE
JONY MIEDZI(Il), URYDYNO-5-MONOFOSFORAN,
KWAS GLUKURONOWY

K. STACHOWIAK, M. ZABISZAK, R. JASTRZAB, Uniwersytet im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu, Wydzial Chemii, Zaktad Chemii Koordynacyjnej, ul. Uniwersyte-
tu Poznanskiego 8, 61-614 Poznan.

Abstrakt: Przedmiotem badan niniejszej pracy sa reakcje kompleksowania w uktadzie
potrojnym: jony miedzi(Il), urydyno-5’-monofosforan oraz kwas glukuronowy. Prze-
prowadzono badania potencjometryczne, dzigki ktérym wykazano wystepowanie kilku
form kompleksowych w badanym uktadzie. Dla kazdej z uzyskanych form okreslono pH
dominacji, ogdlne state trwatosci (log B) oraz state rownowag reakcji tworzenia (log Ke).
W celu okreslenia sposobu koordynacji W badanych zwigzkach przeprowadzono badania
spektroskopowe.

Woprowadzenie: Jony miedzi wystepuja W organizmie cztowieka w §ladowych ilo-
$ciach, jednak sg niezbgdne do jego prawidtowego funkcjonowania. Wysokie stezenie
Cu(Il) mozna znalez¢ w takich produktach jak: ostrygi, suszone owoce, skorupiaki,
podroby, czy czekolada [1,2]. Jony miedzi w organizmie czlowieka transportowane sg
glownie przez krew, gdzie zwigzane sa m.in.: z ceruloplazming. Wchodza one w sktad
wielu enzymow, takich jak: oksydaza cytochromowa C, peroksydaza, oksydaza lizylo-
wa, czy tyrozynaza [3,4]. Niedobor, jaki i nadmiar jonéw miedzi W organizmie czlowie-
ka moze by¢ zwiazany z wystegpowaniem wielu schorzen i choréb, m.in.: biataczki szpi-
kowej, choroby Hodgkina, przepukliny, tetniakéw, czy osteoporozy i anemii [3,5]. Ury-
dyno-5’-monofosforan (UMP) to pochodna urydyny, ktéra w swojej budowie oprocz
uracylu irybozy, zawiera grupe fosforanows. Grupa ta potaczona jest z weglem 5’
W czasteczce cukru. Wchodzi w sktad mleka ssakow oraz jest zrodtem urydyny. Bierze
udziat w syntezie fosfatydow btonowych, np.: UDP-choliny [6]. Dodatkowo wchodzi
w sktad enzymu kinazy UMP, ktory odgrywa istotng role w biosyntezie nukleotydow
pirymidynowych [7].

OH OH
Rys. 1. Wz6r strukturalny urydyno-5’-monofosforanu.

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

HO ©

HO

OH
Rys. 2. Wzér strukturalny kwasu D-glukuronowego.

Cze$¢ eksperymentalna: W celu zbadania przebiegu reakcji kompleksowania
w uktadzie potréjnym: jony miedzi(Il), urydyno-5’-monofosforan, kwas D-glukuronowy
przeprowadzono badania potencjometryczne, ktore prowadzone byly w $cisle okreslo-
nych warunkach sity jonowej i temperatury oraz w atmosferze gazu obojetnego. Przed
kazdym pomiarem przeprowadzono kalibracj¢ pH-metru wykorzystujac dwa roztwory
buforowe: wodoroftalan potasu o pH = 4,002 oraz boraks o pH = 9,225, ponadto prze-
prowadzano kalibracje elektrody. Przygotowano seri¢ probek dla badanego uktadu,
w ktorych stosunek M:L:L’ wynosit 1:1:1, a stezenie metalu i ligandow w uktadzie wy-
niosto 0,001 mol/dm?®. Uktady miareczkowano za pomoca roztworu wodorotlenku sodu
0 stezeniu 0,1874 mol/dm?, w zakresie pH od 2,5 do 11,0. Wyniki badan potencjome-
trycznych analizowano za pomocg programu komputerowego Hyperquad.

Whyniki: Analiza danych z badan potencjometrycznych potwierdzita istnienie w uktadzie
trzech form kompleksowych: Cu(UMP)H3(GluA), Cu(UMP)H,(GIuA), atakze
Cu(UMP)(GIuA). Dla otrzymanych form kompleksowych wyznaczono ogolne stale
trwatosci (log B) oraz state rOwnowag reakcji tworzenia (log Ke) (tabela 1).

Tabela 1. Ogolne state trwalosci, stale rownowag reakcji tworzenia oraz reakcje tworzenia kompleksow
w badanym uktadzie.

Kompleks logp Reakcja log K¢
Cu(UMP)H3(GIuA) [27,19(6) | Cu*" + GIUAH + UMPH, < Cu(UMP)H;(GIuA) | 8,88(6)
Cu(UMP)H,(GIuA) |24,64(7) |Cu(GIuA) + UMPH, < Cu(UMP)H,(GIuA) 5,65(7)

Cu% + GluAH + UMPH < Cu(UMP)H,(GIuA) | 11,95(7)
Cu(UMP)(GIUA) [12,17(3)|  Cu®* + UMP + GluA <> Cu(UMP)(GluA) 12,17(3)

Poprawno$¢ przyjetego modelu potwierdzono na podstawie poréwnania krzywej teore-
tycznej wygenerowanej komputerowo z krzywg doswiadczalng oraz parametrow staty-
stycznych. w zwiazku z tym sporzadzono wykres zalezno$ci wartosci pH od objetosci
dodawanego titranta (rys. 3).
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Rys. 3. Poréwnanie krzywych dla uktadu jony miedzi(1l)/urydyno-5’-monofosofran/kwas glukuronowy.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykreslono krzywe dystrybucji form powstaja-
cych w badanym uktadzie (rys. 4). Jak mozna zauwazy¢ proces kompleksowania roz-
poczyna si¢ juz przy pH ok. 2,5 tworzeniem kompleksu Cu(UMP)Hj3(GluA), ktory
wiaze ok. 50% jonow miedzi(Il), a swoje maksimum osigga poza skalg badania. Ko-
lejna forma powstajaca W badanym uktadzie jest forma Cu(UMP)H,(GluA), ktora
swoje maksimum osiaga przy pH ok. 4,5 i wiaze ok. 90% jondéw miedzi(Il) wprowa-
dzonych do uktadu. Kompleks ten wystepuje W uktadzie do pH ok. 7,0. Trzecig forma
obecng w roztworze jest forma Cu(UMP)(GluA), ktéra wigze 80% jonoéw miedzi(Il)
i osiaga swoje maksimum przy pH ok. 7,0.

100

Cu(UMP)H,(GluA)

Cu(UMP)(GluA)
P
: N

80

60

% Cu

40

20 4

pH

Rys. 4. Krzywe dystrybucji form kompleksowych powstajacych w uktadzie jony miedzi(II)/urydyno-5’-
monofosforan/kwas glukuronowy.
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Whioski: Na podstawie przeprowadzonych badan potencjometrycznych oraz analizie
uzyskanych wynikow wyznaczono formy kompleksowe wystepujace W badanym ukta-
dzie. Wpykazano istnienie trzech form kompleksowych: Cu(UMP)H3(GIuA),
Cu(UMP)H3(GluA) oraz Cu(UMP)(GluA). Dla kazdej z form wyznaczono state trwato-
$ci oraz stale rownowag reakcji tworzenia. Wykreslono krzywe dystrybucji, a na ich
podstawie okre§lono procentowe zawartosci jonow miedzi(II) w powstajacych komplek-
sach oraz ich pH dominacji.
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EKSPERYMENTALNE i TEORETYCZNE BADANIA
WLASCIWOSCI SPEKTROSKOPOWYCH KWASU
3-HYDROKSYMIGDALOWEGO

M. PARCH ETA, R. SWISLOCKA, Politechnika Bialostocka, Wydziat Budownictwa
i Nauk o Srodowisku, Katedra Chemii, Biologii i Biotechnologii, ul. Wiejska 45 E,
15-351 Bialystok.

Abstrakt: Kwas migdalowy to zwigzek pochodzenia naturalnego, ktory wzbudzit zain-
teresowanie naukowe jako substancja o wlasciwos$ciach antybakteryjnych, dzigki ktorym
znalazl zastosowanie W przemysle farmaceutycznym jako sktadnik lekow o dziataniu
bakteriobdjczym. Stosowany jest takze W przemysle kosmetycznym, jako substancja
aktywna w walce z tradzikiem rézowatym oraz objawami starzenia si¢ skory. Zaintere-
sowanie budzg réwniez hydroksy- i metoksy- pochodne kwasu migdatowego, ktorych
wladciwosci wceigz pozostajg stabo opisane w literaturze. Przedmiotem prowadzonych
badan bylo pordéwnanie struktury kwasu 3-hydroksymigdalowegoze strukturg kwasu
migdatlowego W ujeciu eksperymentalnym oraz teoretycznym.

Woprowadzenie: a-hydroksy kwasy to zwiazki, zawierajace jedna grupe hydrokyslowa
przytaczona w pozycji o wzgledem grupy karboksylowej. Nalezg do nich m.in. kwas
mlekowy, cytrynowy, winowy, glikolowy, jabtkowy oraz kwas migdatowy. Substancje
te sg czgsto stosowane W preparatach kosmetycznych jako powierzchniowe $rodki ztusz-
czajace, jednak wcigz pozostaje niejasne, czy kwasy te przyczyniajg sie, czy tez zmniej-
szajg fotouszkodzenia skory [1]. a-hydroksykwasy stosowane w nizszych stezeniach
zmniejszajg grubos¢ rogowej warstwy naskorka, poprzez zmniejszenie kohezji korneo-
cytow, ponadto miejscowe stosowanie tych kwasow W ich wyzszych stgzeniach powo-
duje epidermolize. Tego typu aktywno$¢ zapewnia nowa alternatywe W leczeniu rogo-
wacenia tojotokowego i stonecznego oraz brodawek pospolitych [2]. Dodatkowa, znacz-
nie mniej przebadang wlasciwoscia a-hydroksykwasow jest ich pozytywny wpltyw na
pigmentacj¢ skory. Kwas mlekowy oraz glikolowy sa skuteczne w leczeniu przebarwien
pozapalnych. Proponowany mechanizm tego efektu moze by¢ spowodowany przebudo-
wa naskorka i jego przyspieszonym ztuszczaniem, co przyczynia si¢ do szybszej dysper-
sji melaniny. Zwiazki te sg rowniez zdolne do wchodzenia w interakcje z wieloma pod-
stawowymi procesami biologicznymi zachodzacymi W skorze ssakow. Moga wptywaé
na procesy proliferacji komorek, wydalania cytokin, indukcji apoptozy oraz dziata¢ jako
srodki nawilzajace [3]. Przedmiotem naszych badan jest kwas 3-hydroksymigdatowy,
bedacy pochodng opisywanego przez nas wezesniej kwasu migdatowego [4]. Zarowno
kwas migdatowy jak i kwas 3-hydroksymigdatowy nie wykazujg wlasciwo$ci antyoksy-
dacyjnych. Szerokie zastosowanie kwasu migdatowego, podobnie jak innych a-
hydroksykwasow, w przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym, wzbudza zaintere-
sowanie rowniez pochodnymi tego zwiazku. Celem tej publikacji jest opisanie wihasci-
wosci spektroskopowych kwasu 3-hydroksymigdatowego za pomoca eksperymentalnych
metod spektroskopowych oraz obliczen teoretycznych i pordwnanie uzyskanych wyni-
kéw z wynikami uzyskanymi dla kwasu migdatowego.
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Cze$¢ eksperymentalna: Kwas migdatowy i 3-hydroksymigdatowy poddano analizie
spektroskopowej. Zarejestrowano widma FT-IR w pastylce KBr w zakresie 4000-
400 cm™ za pomoca spektrofotometru Alpha Transmission firmy Bruker. Widma Rama-
na zarejestrowano na spektrofotometrze MultiRAM firmy Bruker w zakresie 4000-
400 cm™. Optymalizacje geometryczng kwasow prowadzono metodg DFT. Zastosowana
zostata baza obliczeniowa LANDL2Z. Obliczenia prowadzono w programie Gaussian
09, natomiast wizualizacje czgsteczek wykonano w programie Gauss View 09. Dla zop-
tymalizowanych struktur obliczono rozklad tadunku elektronowego oraz parametry
geometryczne takie jak: energia, moment dipolowy, ksztalty i energia orbitali moleku-
larnych.

Wyniki: Wartosci liczb falowych pasm obecnych w widmach FT-IRkg, i Raman kwasu
migdatowego i 3-hydroksy-migdatowego przedstawiono w tabeli 1. Przypisania pasm
w widmach eksperymentalnych wykonano w oparciu o dane literaturowe [5] oraz obli-
Czenia teoretyczne.

Tabela 1. Wartosci liczb falowych wybranych pasm w widmach FT-IR i FT-Ramana kwasu migdatowego
i kwasu 3-hydroksymigdatowego.

Kwas migdalowy [6] Kwas 3-hydroksymigdalowy o
IRexp Rexp | Teoret IRexp Rexp Teoret Przypisanie
[cm™] [cm™ |[em™| Int,g | [cm™] [em™] | Intig 5]
3331 (s) 4085 | 84,9 VOH
3070 (m) |3064 (vs)| 3228 | 21,4 | 3203(s) | 3072 245 CH 2
: (m) | 3406 ' v
3031 (m) |3049 (m)| 3216 | 25,1 3(%3)5 3376 | 159 vCH 20a
2897 | 2900
2967 (M 3202 | 12,3 3307 | 12,9 CH 20b
(m m | w v
2927 (m) 3191 01 vCHOH
2716 (m) 3112 | 10,2 | 2627 (m) v,CHOH
1716 (vs) 1719 (m) | 1700 | 244,8 | 1717 (vs) 1(‘:’2)9 1873 | 3733 vC=0
1564
1588 (w) |1588 (w)| 1523 | 22,7 ) 1817 | 79 vCC 8b
1497 (w) 1479 | 12,4 1783 | 61 vCC 19a
1452 (w) 1420 | 18,2 1?36 1652 | 628 vCC 19b
1372 BOH
1378 (m) 1380 | 06 17,9 SCHOM
1249 TCHOH
1253 (w) |1256 (w) | 1257 | 20,3 © 1252 | 251,8 BCH
1229 (m) |1222(vw)| 1222 0,8 1245 | 7,03 ©CHOH
1192 (m) {1192 (m)| 1203 | 16,7 | 1169 (m) 1183 | 117,7 BCH %
1156 (vw) | 1155 (w) | 1121 | 511 1141 | 24 BCH %
1062 (s) |1058(vw)| 1054 | 58,2 | 1084 (s) 1058 | 21,9 BCH 18a
1028 (w) |1030 (m)| 1028 | 1,5 | 1023 (w) 1017 | 23,4 BCH 18b
1000 | 1001 aCCC
1004 (w) | 1004 (s) | 1016 | 1,3 W) (vs) | 1094 | 18 COH 12
940 (m) 976 | 5,1 ?r% 966 | 44 +CH 17a
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889 (m) 890 | 302 VC-COOH
855 (w) | 858 (w) | 864 | 5.1 ?fo)‘ 886 | 393 BC=0

768 (W) |768 (vw)| 769 | 72,3 Z\i’g +CH 11
733(s) | 732w) | 729 | 37.1 ers er]‘)‘ 65 | 86 oCC 4
697 (s) 710 | 41,7 ?%? 677 | 122,2 aCCC 1
528 (m) 564 | 447 ?\f’? 5748 | 124 JOH

494 (m) 494 | 64 487 | 24 oCC 16b
467 (w) 446 | 54 ‘(‘V‘f,‘)’ 461 | 338 oCC 16a

Oznaczenia: vs-bardzo mocne, s-mocne, m-érednie, w-stabe, vw-bardzo stabe, v-rozciagajace,
B-zginajace W plaszczyznie, y-zginajace poza plaszczyzna, J-nozycowe, o-zginajace pierScienia,
¢-deformacyjne pierscienia, ®-wachlarzowe, t-skrecajace

Tabela 2. Wartoéci wybranych parametréw obliczonych dla kwasu migdalowego i 3-hydroksymigdatowego.

Parametr Kwas migdatowy Kwas 3-hydroksymigdatowy
HOMO [eV] -7,03 -6,46
LUMO [eV] -1,08 -1,08

HOMO-LUMO [eV] 5,95 5,38
Potencjat jonizacji 7,03 6,46
Powinowactwo elektronowe 1,08 1,08
Elektroujemnos¢ 4,06 3,77
Potencjat chemiczny -4,06 -3,77
Twardos$¢ chemiczna 2,98 2,69
Migkko$¢ chemiczna 0,17 0,19
Indeks elektrofilowosci 49,12 38,23
HOMA 0,989 0,988

W widmie kwasu 3-hydroksymigdatowego wystepujg pasma charakterystyczne zwigza-
ne z drganiem grupy karboksylowej. Sg to pasma wystgpujace przy liczbach falowych
1717 cm™“widmie IRkg, oraz 1609 cm™ w widmie Ramana.

Inne charakterystyczne pasmo, zwigzane z drganiem grupy hydroksylowej przytaczonej
do pierscienia aromatycznego W kwasie 3-hydroksymigdatlowym, potozone jest przy
3331 cm™ w widmie IRkg,. Pasmo to nie wystepuje w widmie Ramana. Pasmo pocho-
dzace od drgania zginajacego grupy hydroksylowej znajduje si¢ przy 1316 cm™ " widmie
IRk, Pasmom drgan ukladu aromatycznego w kwasie migdatlowym i 3-
hydroksymigdatowym nadano numeracj¢ drgan normalnych dla pier§cienia benzenowe-
go zgodnie z przypisaniami wg. Versany’iego [5]. Wiasciwosci determinujgce reaktyw-
no$¢ czasteczki mozna interpretowaé z wykorzystaniem warto§ci granicznych orbitali
HOMO i LUMO. Na ich podstawie obliczono réwniez inne parametry tj.: potencjat
jonizacji, elektrofilowo$¢, elektroujemnos¢ i inne (tabela 2). Obliczone parametry byty
zblizone dla obu analizowanych czasteczek. Kwas 3-hydroksymigdatowy wykazuje
nieznacznie wigksza energic HOMO i nizszy potencjal jonizacji w odniesieniu do kwasu
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migdatowego, co sugeruje wigksza zdolnos¢ do oddawania elektronow. Obliczenia teo-
retyczne wskazuja, ze kwas 3-hydroksymigdalowy wykazuje si¢ wigksza reaktywnoscia.

Whioski: Kwas migdatowy i kwas 3-hydroksymigdatowy wykazuja sie¢ zblizong reak-
tywnoscig chemiczng, przy czym jest ona wigksza w przypadku hydroksypochodnej,
0 czym $wiadcza m. in. mniejsza warto$¢ liczbowa luki elektronowej oraz nizszy poten-
cjat jonizacji kwasu 3-hydroksymigdatowego. Podstawienie pierScienia aromatycznego
kwasu migdalowego grupa hyroksylowa nie wptywa W sposob znaczacy na zmiang war-
tosci indeksu aromatycznosci HOMA, jednak obecnos¢ tej grupy funkcyjnej ma wplyw
na potozenie pasm pochodzacych od drgan pierscienia aromatycznego, mozna zaobser-
wowac przesunigcie ich przewaznie W strone nizszych wartosci liczb falowych.

Praca wykonana wramach grantu Narodowego Centrum  Nauki
nr 2017/31/NZ7/03083.
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P-CYMEN JAKO POTENCJALNY SRODEK
w KONSERWACJI ZYWNOSCI

S. BAGINSKA, R. SWISLOCKA, M. KOWCZYK-SADOWY, A. GOLONKO,
W. LEWANDOWSKI, Politechnika Bialostocka, Wydzial Budownictwa i Nauk
0 Srodowisku, Katedra Chemii, Biologii i Biotechnologii, ul. Wiejska 45E, 15-351
Biatystok.

Abstrakt: Coraz czestsze wystepowanie reakcji alergicznych, a takze wzrastajaca od-
porno$¢ mikroorganizméw na obecnie stosowane konserwanty zywno$ci zmusza
do poszukiwania nowych zwigzkéw 0 potencjalnym zastosowaniu w przemysle spozyw-
czym, kosmetycznym lub farmaceutycznym. p-Cymen to naturalnie wystepujacy aroma-
tyczny zwigzek organiczny zaliczany do monoterpenoidéw, posiadajacy wiasciwosci
przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i przeciwutleniajace [1]. w pracy przebadano ak-
tywno$¢ p-cymenu w odniesieniu do czterech szczepdéw bakterii: Escherichia coli, Pseu-
domonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus i grzyba: Candida alibi-
cans. Badany zwigzek wykazywal istotne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, co wskazu-
je, ze moze mie¢ potencjalne zastosowanie jako zwigzek konserwujacy.

Whprowadzenie: p-Cymen (1-metylo-4-propan-2-ylobenzen) pemi role metabolitu ro-
$linnego oraz jest sktadnikiem lotnych olejkow eterycznych [2]. Wystepuje w ponad 100
gatunkach roslin m.in. nalezgcych do rodzaju Artemisia, Protium, Ocium, Eucalyptus.
Uwazany jest za najwazniejszy zwigzek monoterpenowy znajdujacy si¢ W tymianku oraz
oregano. Wystepuje tez W lekach ziotowych, ktore sg wytwarzane z tradycyjnych roslin
leczniczych. Mozna go znalez¢ takze W ponad 200 produktach spozywczych takich jak
marchew, mandarynki, maliny, sok pomaranczowy, gatka muszkatotowa, masto, cyna-
mon [1]. p-Cymen jest rowniez uznawany za marker miodu lipowego [3].

CHj

CHg CHj
Rys. 1. Wzor strukturalny p-cymenu [4].

p-Cymen jest bezbarwna, unoszaca si¢ na wodzie cieczg, o przyjemnym, stodkim i lekko
cytrusowym zapachu [2]. Sklada si¢ z pierScienia benzenowego, para podstawionego
grupg metylowa i izopropylowg (rys. 1). w zalezno$ci od podstawienia geometrycznego
posiada jeszcze dwa izomery, o-cymen i m-cymen. p-Cymen to substancja chemiczna
stosowana w od$wiezaczach powietrza, preparatach grzybobdjczych iochrony roslin
oraz jako $rodek aromatyzujacy wzywnosci [5,6,7]. Prog zagrozenia toksykologicznego
ustanowiony przez Wspolny Komitet Ekspertow FAO/WHO ds. Dodatkéw do Zywnosci
(JECFA) dla $rodkow aromatyzujacych klasy strukturalnej I, majacych wydajne tryby
metabolizmu i proste struktury chemiczne, wynosi 1800 ug na osobe dziennie [8].
w 2021 przeprowadzono oceng bezpieczenstwa p-cymenu jako sktadnika zapachowego
i nie stwierdzono jego genotoksycznego dzialania na organizm czlowieka. Zgodnie
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z wytycznymi Migdzynarodowego Stowarzyszenia Substancji Zapachowych (IFRA)
stwierdzono takze, ze p-cymen nie jest substancjg trwalg, toksyczng oraz ulegajgca bioa-
kumulacji [9]. Olejek eteryczny z Thymus vulgaris L., zawierajacy W swoim sktadzie
p-cymen wykazywal wysokie dzialanie przeciwbakteryjne wobec patogenom przeno-
szonym przez zywnosc¢. Stosujac go do produktow mlecznych czy pieczywa moze prze-
dluzy¢ ich proces konserwacji, nie pogarszajac jednoczenie sensorycznego odbioru pro-
duktow. Hamowat on wzrost wielu patogennych i psujgcych zywnos$¢ drobnoustrojow tj.
Bacillus spp, Enterococcus spp., Erwinia amylovora, Escherichia coli, Listeria spp.,
Micrrococcus luteus, Pseudomonas putida, Rhodococcus equi, Salmonella spp., Shewa-
nella putrefaciens i Staphylococcus spp. skuteczny byt takze wobec szczepow grzybow
Candida spp. i Aspergillus spp. [10]. Olejek z Thymus vulgaris posiada takze silne dzia-
fanie hamujace przeciwko wielolekoopornemu szczepowi Staphylococcus aureus [11].

Cze$¢ eksperymentalna: Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa p-Cymenu oceniono
w odniesieniu do pigciu szczepow testowych: Escherichia coli (PCM 2268), Pseudomo-
nas aeruginosa (PCM 2270), Staphylococcus aureus (PCM 2267) Bacillus subtilis
(PCM 2021), Candida albicans (PCM 2566). Wybrane drobnoustroje pochodza
z Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw Polskiej Akademii Nauk przy Instytucie Immuno-
logii i Terapii Do$wiadczalnej we Wroctawiu. Wybor mikroorganizméwi podyktowany
byt zaleceniami PCM W odniesieniu do testow jakim podlegaja preparaty przeciwbakte-
ryjne oraz doniesienia literaturowe w tym zakresie. Roztwory p-cymenu przygotowano
tak, aby ich stezenie w roztworze bulionowym wynosito 0,2%. Badania przeprowadzono
W dwoch rozpuszczalnikach: 96% etanolu oraz Tweenie 80. Badania wykonano metodg
pomiaru turbidymetrycznego hodowli bulionowych zgodnie z metodyka opisang
w literaturze [12-14].

Wyniki: Okre$lono wptyw p-cymenu na stopien wzrostu wybranych szczepéw mikroor-
ganizmow po 24 i48-godzinnej inkubacji w stosunku do proby kontrolnej (bulion
i bakterie), ktorej stopien wzrostu wynosit 100%. Badania przeprowadzono dla roztwo-
réw p-cymenu w dwoch rozpuszczalnikach: etanolu i Tweenie. Jednocze$nie wyznaczo-
no wplyw samych rozpuszczalnikoéw na rozwoj mikroorganizméw. Etanolowe roztwory
p-cymenu w wickszo$ci przypadkow wykazywaty dziatanie hamujace w odniesieniu do
badanych mikroorganizméw (rys. 2). Przy czym sam rozpuszczalnik jakim jest etanol
powodowat znaczny stopieni zahamowania wzrostu drobnoustrojow. Po 48-godzinnej
inkubacji, odnotowano ostabienie dziatania analizowanych roztworéw, dajgc tym samym
mniejsze stopnie zahamowania wzrostu mikroorganizméw (rys. 3). p-Cymen w etanolu
spowodowal zahamowanie wzrostu bakterii E. coli w 99% po 24 godzinach inkubacji,
natomiast po 48 godzinach w 60% w poréwnaniu do proby kontrolnej. Stopien zahamo-
wania wzrostu E. coli pod wptywem p-cymenu w Tweenie wyniost okoto 50%. Szczep
P. aeruginosa okazat si¢ bardzo wrazliwy na dzialanie etanolu oraz p-Cymenu rozpusz-
czonego W etanolu, gdyz stopien zahamowania wzrostu tego mikroorganizmu osiagat
prawie 100%. Etanol po pierwszej dobie inkubacji spowodowal zahamowanie wzrostu
szczepu B. subtilis o ok. 50% natomiast jako jedyny przypadek spo$rod badanych mi-
kroorganizméw, gdzie po dtuzszym czasie inkubacji nastgpita stymulacja jego wzrostu o
46%. p-Cymen w etanolu spowodowat zahamowanie wzrostu tego szczepu po 24 godz.
W 99 % natomiast po dluzszym czasie inkubacji — W 18%. Stopien zahamowania wzrostu
w przypadku Tweenu miescit si¢ na poziomie 40-46%. p-Cymen okazat si¢ takze istot-
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nie skuteczny wobec szczepu S. aureus wykazujac zahamowanie W 99% zar6wno po
pierwszej jak i drugiej dobie inkubacji. Grzyb C. albicans, po 24 i 48-godzinnej inkuba-
¢ji hamowany byt przez p-cymen w etanolu na poziomie ok. 100 %. Proby z Tweenem
po 24 godzinnej inkubacji wykazywatly stopien zahamowania wzrostu grzyboéw na po-
ziomie ok. 68%, natomiast po 48 godzinach nastapit spadek o 57-61%.
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Rys. 2. Stopiefi wzrostu mikroorganizméw pod wplywem etanolu i Tweenu oraz p-cymenu w tych
rozpuszczalnikach po 24-godzinnej inkubacji
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Rys. 3. Stopien wzrostu mikroorganizméw pod wptywem etanolu i Tweenu oraz p-cymenu w tych
rozpuszczalnikach po 48-godzinnej inkubacji.

Whioski: Analiza wynikow wskazuje na dziatanie przeciwdrobnoustrojowe p-cymenu
wobec wszystkich badanych szczepow bakteryjnych i grzybiczych. Szczeg6lnie istotne
dziatanie p-cymenu wykazano w potaczeniu z etanolem po 24 godzinach, gdzie stopien
zahamowania wzrostu drobnoustrojéw miescit si¢ W granicach powyzej 90%. Szczepem
najbardziej wrazliwym na badany zwigzek okazat si¢ P. aeruginosa. Po 48 godzinach
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inkubacji zazwyczaj odnotowywano wyzszy stopnien przezywalnosci drobnoustrojow
w poréwnaniu do 1 doby inkubacji. Nie wykazano istotnej roznicy migdzy stopniem
zahamowania wzrostu przez sam rozpuszczalnik — Tween 80 oraz rozpuszczony w nim
badany zwiazek. Badania wskazuja, ze p-cymen moze by¢ dobrym zwigzkiem konser-
wujacym uzytym W przemys$le spozywczym w stosunku do wybranych mikroorgani-
zmow.

Praca wykonana wramach grantu Narodowego Centrum  Nauki
nr 2018/29/B/NZ9/01997.
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POSZUKIWANIA NOWYCH LEKOW ANTYBAKTERYJNYCH

A. POMARANSKA®, J. KUTKOWSKA? A. PASTUSZKA?, 'SKN Mikrobiologow
BAKCYL, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie; “UMCS, Wydziat Biolo-
gii i Biotechnologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033,
Lublin.

Abstrakt: Wzrost liczby bakterii lekoopornych jest stale rosnacym problemem zdrowia
publicznego. Jest to zwigzane z naduzywaniem, jak i niewlasciwym stosowaniem anty-
biotykow. Najwigkszy problem stanowi rosngca zlozono$¢ leczenia pacjentéw oraz
zwigzane ztym wysokie koszty leczenia. Zwalczanie zakazen bakteryjnych poprzez
stosowanie bezpiecznych, tanich i skutecznych antybiotykow w najblizszym czasie moze
by¢ znacznie ograniczone. Klinicy$ci sa zmuszeni do siggania po silniejsze, ale i bardziej
toksyczne zwiagzki antybakteryjne. Do pozostatych probleméw nalezy naduzywanie
antybiotykéw W hodowli zwierzat, brak wlasciwej higieny, zle warunki sanitarne
i niedostateczna kontrola zakazen szpitalnych. Rownolegle z narastaniem opornosci
bakterii stabnie mozliwo$¢ znalezienia nowych klas antybiotykow, ktore bylyby sku-
teczne. Dlatego wazne jest projektowanie nowych generacji lekéw, szukanie nowych
celow przeciwbakteryjnych oraz badanie substancji pochodzenia roslinnego czy zwie-
rzecego, ktore bylyby skuteczne w leczeniu zakazen bakteryjnych.

Wprowadzenie: Oporno$¢ szczepdw bakteryjnych na antybiotyki jest znana od poczat-
ku stosowania tych substancji. Silna tendencja bakterii do nabywania opornosci na $rod-
ki antybakteryjne doprowadzily do twierdzenia, ze nadchodzi era postantybiotykowa.
w Unii Europejskiej leczenie zakazen wywotanych przez bakterie lekooporne generuje
wydatki rzedu 1,6 miliarda euro rocznie oraz 2,5 miliona dodatkowych dni spgdzonych
przez pacjentow W szpitalach [3]. Naduzywanie antybiotykéw w celu zwalczania infek-
cji uludzi izwierzat, stworzyto warunki do mobilizacji elementow opornosci
w populacjach bakterii iich wychwytywania przez patogeny wczes$niej lekowrazliwe.
Warunkiem koniecznym do utrzymania w komorce bakteryjnej nowej informacji gene-
tycznej i ekspresji kodowanych biatek, jest obecnos$¢ presji selekcyjnej w srodowisku
zycia bakterii. Rozprzestrzenianie si¢ opornosci jest zwigzane glownie z obecnoscia
gendow opornosci na ruchomych elementach genetycznych, do ktorych zaliczamy pla-
zmidy i transpozony. Zasadnicza przyczyng wystgpowania wysokiej czestosci antybio-
tykooporno$ci U bakterii jest zmienno$¢ genetyczna. Mozna tutaj wymieni¢ mutacje,
transpozycje czy horyzontalny transfer gendéw, do ktorego zalicza si¢ koniugacje,
transdukcje oraz transformacje - te odgrywaja najwazniejsza role w przekazywaniu ge-
néw opornosci. Antybiotyki to substancje zaburzajace wazne procesy W komorce bakte-
ryjnej, co prowadzi do zahamowania wzrostu i podziatu komorek, a w przypadku $rod-
kow bakteriobojczych — do ich $mierci. Wigkszos¢ istniejacych antybiotykéw wywodzi
si¢ z produktéw naturalnych. Najczesciej oddziatywuja na $ciang komorkows bakterii,
synteze¢ DNA i RNA czy synteze¢ biatek bakteryjnych. Pierwsze $rodki przeciwdrobnou-
strojowe odkrywano badajac biblioteki substancji chemicznych, wtym barwnikow.
Strategia przyjeta przez wspotodkrywcee streptomycyny Selmana Waksmana, polegata na
badaniu bakterii zyjacych w glebie, wtym przetrwalnikujacych Actionomycetes pod
katem produkcji metabolitow blokujacych wzrost patogenow - proces ten nazwano
»platformg Waksmana”. Prostota i skuteczno$¢ metody zapoczatkowata ztota er¢ odkry-
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wania antybiotykow. Jednak w potowie XX wieku identyfikacja nowych oraz skutecz-
nych zwigzkow stawata si¢ coraz trudniejsza. Narastajace problemy nabywania oporno-
$ci wskutek mutacji chromosomalnych czy horyzontalnego transferu genow przyczynity
si¢ do zapoczatkowania chemii medycznej, ktéra skoncentrowata si¢ na tworzeniu synte-
tycznych wersji naturalnych antybiotykow. Doprowadzilo to do znacznej poprawy
w skutecznos$ci antybiotykow, w tym do obnizenia dawek czy rozszerzenia ich spektrum
dziatania. Rosngca opornos¢ bakterii i brak skutecznych lekow o szerokim zakresie dzia-
fania, przyczynila si¢ do poszukiwania innowacyjnych metod i niekonwencjonalnych
celow w komorkach bakteryjnych [1].

Skuteczno$¢ stosowania kombinacji antybiotykoéw zostata potwierdzona klinicznie
i zyskuje coraz wigkszg popularnos¢ jako strategia projektowania nowych antybiotykow.
Klinicysci od dawna tacza antybiotyki roznych klas, takie jak B-laktamy z aminogliko-
zydami, w celu uzyskania efektu synergistycznego, objecia szerokiego spektrum patoge-
néw W momencie, kiedy czynnik zakazny nie jest znany. Prowadzone sa badania zwiaz-
kéw syntetycznych (np. echinomycyny czy pivmecillianu) zwickszajacych spektrum
dziatania nowiobiocyny - antybiotyku o waskim spektrum dziatania przeciwko bakte-
riom Gram-dodatnim, w stosunku do bakterii Gram-ujemnych [8]. Duze zainteresowanie
wzbudzaja leki juz znajdujace si¢ na rynku jako zrédlo bioaktywnych substancji che-
micznych, do badan nad kombinacjami ze wzglgdu na ich udokumentowane dziatanie.
Daje to znacznag przewage nad zwigzkami jeszcze niezbadanymi. Wykazano skuteczno$é
dziatania poétsyntetycznej tetracykliny - minocykliny z lekiem przeciwbiegunkowym
jakim jest loperamid, ktory przyczynia si¢ do destabilizacji bton komérkowych bakterii.
To potaczenie utatwia wchianiania antybiotyku przez bakterie Gram-ujemne [2]. Istnie-
jace potaczenia lekéw przeciwdrobnoustrojowych sa W duzej mierze wynikiem ekspe-
rymentow z antybiotykami o ustalonej skuteczno$ci. Podejscie do taczenia antybiotykow
zinnymi substancjami wigze si¢ roéwniez Z wyzwaniami - konieczno$¢ dopasowania
dawek i skutecznosci kazdego leku sktadowego. Problemem Stanowi réwniez opornosc,
podobnie jak w przypadku kazdej terapii przeciwdrobnoustrojowej oraz mozliwos¢ wy-
stapienia nieoczekiwanych interakcji migdzy lekami. Niemniej jednak terapie wielo-
sktadnikowe stanowig alternatywe dla tradycyjnego odkrywania antybiotykow w erze
opornosci. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobal peptides, AMP) to klasa
malych peptydow, ktore chronig organizmy przed zagrozeniami ze strony patogendw.
AMP majg szerokie spektrum dziatania, hamujg wzrost bakterii, grzybow, pasozytow
czy wiruséw. Peptydy przeciwbakteryjne wykazuja szerokie dzialanie hamujace
w stosunku do bakterii patogennych takich, jak Acinetobacter baumannii, Enterococcus
oporne na wankomycyne (VRE zang. Vancomycin-Resistant Enterococcus)
i metycylinooporne Staphylococcus aureus (MRSA ang. Methicyllin-Resistant S. aure-
us), Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella. Wiele naturalnych
i syntetycznych AMP's, takich jak nizyna, cekropina czy defensyny wykazuje dziatanie
hamujace zarowno w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych [5].
Mechanizm dziatania peptydow przeciwbakteryjnych jest r6znorodny, moga one hamo-
wacé replikacj¢ DNA i/lub ekspresje genow zaburza¢ synteze Sciany komoérkowej, funk-
cjonowanie bton biologicznych [9]. Mimo wielu zalet APM, posiadaja ograniczenia
zwigzane z ich zastosowaniem. Zaprojektowanie syntetycznych analogéw posiadajgcych
sekwencje kluczowe dla dziatania AMP's idodatkowo zawierajace reszty D-
aminokwasowych, poddane lipidacji czy cyklizacji czasteczek, przyczynito si¢ do
zwigkszonej selektywnosci, stabilno$ci metabolicznej oraz aktywnosci biobdjczej takich
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peptydow. Mozliwe jest rowniez kowalencyjne potaczenie peptydéw przeciwbakteryj-
nych z antybiotykami w celu poprawienia dziatania przeciwdrobnoustrojowego czy
zmniejszenia dawki leku, co eliminuje wystapienie efektéw niepozadanych. Dotychcza-
sowe badania kliniczne obejmujg jedynie stosowanie peptydéw w terapii miejscowej ze
wzgledu na problemy zwigzane z zabezpieczeniem peptydow przed degradacja enzyma-
tyczng przewodu pokarmowego. Prowadzone sa jednak badania nad zastosowaniem
odpowiednich form leku oraz modyfikacje prowadzace do opornosci peptydow na de-
gradacje [4,7].

Ciekawym podej$ciem do walki z rosngcg opornos$cia bakterii jest rOwniez uzycie bakte-
riofagéw do niszczenia bakterii chorobotworczych. Do zwalczania bakterii wykorzystuje
si¢ szczepy fagow specyficzne dla konkretnych szczepow bakteryjnych. Spektrum dzia-
fania obejmuje zarowno bakterie Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne. Fagi, przytaczaja
si¢ do specyficznych receptoréw W $cianie komorkowe;j bakterii, dochodzi do produkcji
kopii fagow, a nastgpnie sg one uwalniane podczas lizy z komoérki bakterii. Mechanizm
dzialania bakteriofagéw jest odmienny W stosunku do mechanizmu antybiotykow.
To daje nadzieje na stosowanie terapii w przypadku wielolekoopornych infekcji. Terapia
fagowa jest skuteczna niemal w 80-90% w przypadku zakazen Enterococcus, czy
S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli czy Klebsiella pneumoniae. Aktualnie ba-
dania nad zastosowaniem wiruséw sa prowadzone jako indywidualna terapia ekspery-
mentalna ze wzgledu na ograniczenia prawne. Jest ona stosowana jedynie u pacjentow,
u ktorych leczenie antybiotykami nie powiodto sie [4]. Obecnie stosowane antybiotykKi
dziatajg gtownie poprzez zaktdcenia krytycznych procesow biologicznych w patogenie,
powodujac zatrzymanie wzrostu badz $mier¢ komorki. Doprowadza to do silnej pres;ji
selekcyjnej, co sprzyja powstawaniu szczepow opornych na antybiotyki. Alternatywna
strategia moga by¢ substancje, ktore obnizylyby zjadliwosci drobnoustrojow bez hamo-
wania wzrostu, poprzez wytaczenie produkcji czynnikoéw wirulencji. Przyktadem takiego
dzialania moga by¢ proby specyficznego obnizenia powstawania jednego z gtownych
czynnikéw wirulencji jakim jest streptokinaza u paciorkowca Streptococcus pyogenes.
Podejmowano réwniez proby zaburzania procesoOw podczas infekcji takich jak modelo-
wanie procesOw przekazywania sygnatow czy adhezj¢. Poszukuje si¢ rowniez nowych
celoéw komorkowych dziatania antybiotykdéw. Obecnie najwickszg uwage poswieca si¢
specyficznym inhibitorom metabolizmu bakteryjnego, ktore sg w stanie zaburza¢ proce-
sy zwigzane Z centralnym metabolizmem wegla, kwasow tluszczowych, proteolizg czy
syntezg kwasow tluszczowych. w ostatnich latach opisano nowy cel dla lekow przeciw-
bakteryjnych jakim jest syntaza ATP. Lek pod nazwa bedakilina, ktory dziata na synteze
ATP stosowany jest jedynie w przypadku wielolekoopornych pratkow gruzlicy ze
wzgledu na wysokie powiktania czy podwyzszone ryzyko zgonu [6].

Whioski: Proces poszukiwania nowych, skutecznych antybiotykow jest wymagajacy
i dlugotrwaly. ldentyfikacja, walidacja i optymalizacja czasteczek na podstawie analiz
bibliotek zwiazkéw chemicznych, genomiki, metabolomiki zajmuje czesto kilka lat,
podobnie jak badania przedkliniczne i kliniczne. Koszty wprowadzenia nowego antybio-
tyku na rynek caty czas rosng. Historia odkry¢ antybiotykow pokazuje nam ciagly ,,wy-
$cig zbrojen” i niewielkg szanse na odkrycie uniwersalnego antybiotyku. Od niedawna
trwajg badania nad nowymi klasami antybiotykdw, ktore sg skierowane przeciw nowym
celom w komorkach bakteryjnych. Perspektywa na przyszto$¢ sa antybiotyki celowane
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0 waskim spektrum dziatania. Dlatego tez niezwykle wazna jest racjonalna antybiotyko-
terapia i ,,ochrona” antybiotykoéw przed niewtasciwym uzytkowaniem.
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WPLYW PRZEWLEKEEGO SPOZYWANIA FRUKTOZY
na POZIOM IRYZYNY i MIOSTATYNY w OSOCZU SZCZURA
Zz EKSPERYMENTALNYM ZESPOLEM METBOLICZNYM

A. PRADIUCH, A. GORALCZYK G. WOJCICKA, Uniwersytet Medyczny, Wy-
dzial Nauk Medycznych, Katedra i Zaktad Patofizjologii, ul. Jaczewskiego 8b, 20-090
Lublin.

Abstrakt: Zespdt metaboliczny (metabolic syndrome — MS) charakteryzuje si¢ wspot-
wystepowaniem czynnikow ryzyka rozwoju chordb sercowo-naczyniowych, do ktorych
zaliczamy otylo$¢, nadcis$nienie tgtnicze, cukrzyce oraz zaburzenia lipidowe, gtownie
hipertrdjglicerydemia. u podloza patofizjologicznego zaburzen metabolicznych w MS
lezy insulinooporno$¢. Obecnie wraz ze wzrostem globalnego spozycia fruktozy ma
miejsce rownolegly wzrost czestosci wystepowania insulinooporno$ci, zespotu metabo-
licznego oraz zapadalno$ci na choroby uktadu krazenia. Zaburzenia metaboliczne indu-
kowane dieta wzbogacong we fruktoze prowadzg réwniez do stluszczenia watroby, ktdre
obecnie jest najczestsza przyczyna bezobjawowego wzrostu aktywnosci aminotransferaz
we krwi. Celem badania bylo wykazanie czy w eksperymentalnym zespole metabolicz-
nym indukowanym podawaniem przez 8 tygodni fruktozy w postaci 20 % roztworu
wodnego do picia zaburzeniom metabolicznym charakterystycznym dla MS towarzysza
réwniez zmiany W st¢zeniu W osoczu iryzyny oraz miostatyny, peptydow odgrywajacych
istotng rolg W regulacji wrazliwosci tkanek na dziatanie insuliny oraz wptywajacych na
gospodarke lipidowa ustroju, stluszczenie watroby, a takze funkcje uktadu krazenia.

Whprowadzenie: Migsnie szkieletowe wydzielaja szereg substancji biologicznie czyn-
nych zwanych miokinami, ktérych rola oprécz autokrynnej regulacji funkcji migsni
szkieletowych, jest endokrynne komunikowanie si¢ mig$ni z innymi narzgdami jak wa-
troba i tkanka tluszczowa. Miokiny kontrolujg metabolizm glukozy i lipidéw, gromadze-
nie thuszczu w adipocytach, atakze funkcje $rodbtonka naczyniowego i miokardium,
stanowig dlatego obiecujace molekuly w prewencji otylosci, insulinoopornosci oraz
zespolu metabolicznego i cukrzycy jak rowniez chordb uktadu krgzenia [1]. Obecnie
zidentyfikowano okoto 650 miokin. Wérdd nich do najlepiej poznanych nalezg iryzyna
i miostatyna. Miostatyna jest glownym regulatorem wzrostu iroznicowania mies$ni
szkieletowych [2]. Oprocz migéni szkieletowych miostatyna jest rowniez wydzielana
przez watrobe i tkanke thuszczowa [3]. Wydzielanie miostatyny jest zwigkszone U 0s6b
otytych i koreluje pozytywnie ze stopniem insulinoopornosci [4]. w modelach ekspery-
mentalnej otyloéci i insulinooporno$ci farmakologiczna blokada miostatyny poprawia
parametry metaboliczne jak homeostaza glukozy stezenie trdjglicerydow w osoczu [5].
Gryzonie z uszkodzonym genem dla miostatyny sa oporne na indukowana dietg dyslipi-
demig, czy stluszczenie watroby [6]. Iryzyna jest adipomioking wydzielang zaréwno
przez migénie szkieletowe, jak i tkanke thuszczowg [7]. W pracujgcych mig$niach wzrost
ekspresji koaktywatora 1 o receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomow
v (PGCl-a - peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1«) stymuluje
wzrost ekspresji btonowego biatka 5 zawierajacego domene fibronektyny III (FNDS5-
fibronectin type 11l domain-containing protein 5), ktora jest rozszczepiana i wydzielana
jako iryzyna [8]. Hormon ten przenosi informacje z pracujacych migéni do wielu narza-
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dow odpowiedzialnych za metabolizm, przede wszystkim do biatej tkanki ttuszczowej
powodujac zmiang jej fenotypu w tkanke brunatng [7]. Proces ,,brunatnienia” polega na
wzroScie ekspresji biatka rozprzegajacego 1 (UCP1-uncoupling protein 1), ktorego rola
jest zuzytkowanie energii (,,Spalanie kalorii”) Iryzyna indukuje spadek masy ciata
i poprawia tolerancje¢ glukozy oraz wrazliwo$¢ na insuling a takze korzystnie wptywania
metabolizm lipidow [9]. Istnieja dane sugerujace, ze IRS, moze rowniez odgrywac istot-
ng role W rozwoju stluszczenia watroby. Poziom iryzyny w surowicy u otytych odwrot-
nie koreluje ze stopniem stluszczenia watroby [10].

Cze$¢ eksperymentalna: Do$wiadczenie przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar,
samcach o masie ciata 213,8+15,4 g. Badanie wykonano zgodnie z procedura zatwier-
dzong przez Lokalna Komisj¢ Etyczng. PO 7-dniowym okresie aklimatyzacji zwierzgta
W sposob losowy przydzielono do dwdch grup: 1) grupy kontrolnej (KON), otrzymujace;j
ad libitum wode do picia i standardowa pasze laboratoryjng oraz 2) grupy otrzymujacej
przez 8 tygodni ad libitum 20 % roztwor fruktozy do picia i standardowa pasz¢ laborato-
ryjng (FRU). Krew z aorty brzusznej oraz skrawki watroby do oznaczen biochemicznych
pobrano od zwierzat w znieczuleniu ogdlnym w 8 tygodniu do$wiadczenia. Stezenie
iryzyny i miostatyny w osoczu mierzono przy pomocy komercyjnych testow ELISA,
zakupionych odpowiednio w firmie BioVendor Research (Brno, Czech Republic) oraz
Cloud-Clone (Wuhan, Chiny). Stezenie trojglicerydéw W osoczu oraz aktywno$¢ amino-
transferazy alaninowej oceniano gotowymi zestawami firmy AlphaDiagnostics (War-
szawa, Polska). Stezenia trojglicerydéw w watrobie mierzono metoda kolorymetryczng
stosujgc zestaw odczynnikéw firmy Cayman Chemical Company (Ann Arbor, Michigan,
USA). Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej wykorzystujac program Gra-
phPad Prism 5.0. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + blad standardowy
(SEM) i poréwnano stosujac test t —Studenta. Za granice istotno$ci statystycznej uznano
P<0,05.

Wyniki: W osoczu zwierzat otrzymujacych dietg wzbogacong we fruktoze stwierdzono
istotny statystycznie wzrost trojglicerydow we krwi o 64 % (P<0,05) w poréwnaniu do
zwierzat kontrolnych. 8-tygodniowe podawanie fruktozy nie wptyngto natomiast na
poziom krazacej iryzyny u badanych zwierzat w poroéwnaniu do zwierzat kontrolnych
i wynosito odpowiednio: FRU-1,375+0,0339 pg/ml vs KON-1,713+0,242 pg/ml. Z kolei
podawanie fruktozy istotnie statystycznie zwiekszylo stezenie miostatyny o 81 %
(P<0,01) w osoczu szczuréw z MS w poréwnaniu do grupy kontrolnej Analiza staty-
styczna wykazata rowniez znamienny spadek stezenia trojglicerydow o 35 % (P<0,001)
w homogenatach watroby pomigdzy wartoscia odnotowang u zwierzat z MS indukowa-
nym fruktoza, a warto$cig obserwowana w watrobie zwierzat kontrolnych, gdzie wynosi-
fa odpowiednio 57,800+3,942 mg/mg biatka i 89,450+5,417 mg/mg biatka. Nie odnoto-
wano wplywu przewleklego podawania fruktozy na aktywno§¢ aminotransferazy alani-
nowej we Krwi.
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Rys. 1. Wplyw fruktozy na stezenie trojglicerydow w osoczu (A), stezenie trojglicerydéw w watrobie (B),
aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej w watrobie (C). KON — grupa kontrolna, FRU — grupa otrzymujaca
20 % roztwor fruktozy. Wyniki przedstawiono jako $rednia = SEM. "P<0,05; ““P<0,001.
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Rys. 2. Wplyw fruktozy na stgzenie iryzyny (A) 1 miostatyny (B) w  osoczu.
KON - grupa kontrolna, FRU — grupa otrzymujaca 20 % roztwor fruktozy. Wyniki przedstawiono jako $rednia
+ SEM. "'P<0,01.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze przewlekte spozywanie fruktozy powoduje wzrost steza-
nia miostatyny w osoczu (rys. 1), nie zmienia w sposob istotny poziomu iryzyny w kra-
zeniu (rys. 2), indukuje hipertrojglicerydemi¢ oraz zmniejsza kumulacje trojglicerydow
w watrobie, nie wptywa na aktywnos$¢ aminotransferazy alaninowej we krwi. Przewlekte
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spozywanie fruktozy u ludzi moze spowodowa¢ zaburzenia metaboliczne, jak hipertroj-
glicerydemia, insulinoopornos$¢, zesp6t metaboliczny i cukrzyca typu 2 (T2DM) oraz
zwigksza¢ ryzyko chorob sercowo-naczyniowych [11]. U gryzoni karmionych fruktoza
w zaleznosci od dawki spozywanej fruktozy do najczesciej obserwowanych zmian nale-
73: podwyzszony poziom trdjglicerydow we krwi, opornos¢ na insuling oraz przerost
adipocytow i stluszczenie watroby [12]. Jak dotad wptyw fruktozy na poziom miostaty-
ny iiryzyny nie byl jeszcze badany. W niniejszym badaniu wykazano, ze przewlekle
spozywanie fruktozy spowodowato wzrost poziomu miostatyny w osoczu. Do czynni-
kéw potencjalnie odpowiedzialnych za obserwowany wzrost sekrecji mostatyny nalezy
wymieni¢ stres oksydacyjny oraz proces zapalny [4], ktorych zdolno$¢ do pobudzania
wydzielania tej miokiny udowodniono w poprzednich badaniach [13]. Poniewaz miosta-
tyna niekorzystnie wpltywa zarowno na wrazliwo$¢ tkanek na dziatanie insuliny jak
i metabolizm glukozy i lipidow [5], nie mozna wykluczy¢, Ze zaburzenia metaboliczne
indukowane przez fruktozg takie jak hipertrojglicerydemia moga by¢ efektem podwyz-
szonego poziomu krazacej miostatyny. Istnieja doniesienia, sugerujace wptyw diety na
wydzielanie iryzyny np. dieta bogata w kwasy omega 3 moze zwigksza¢ poziom iryzyny
osoczu u pacjentdow z cukrzyca typu 2 [14]. Prezentowane wyniki wskazuja, ze dieta
wzbogacona we fruktoze nie wptywa na stezenie iryzyny w 0soczu u badanych zwierzat.
Niemniej jednak Motta i wsp., wykazali, ze u myszy karmionych fruktoza obserwuje si¢
istotny spadek ekspresji FNDC5 (prekursora iryzyny), jak i PGC1-a (stymulatora rozsz-
czepienia FNDCS5 do iryzyny) w tkance tluszczowej w porownaniu do grupy kontroln;
[12], co mogloby wskazywaé na spadek wydzielania tej adiomiokiny. Zasadniczo uwaza
sig, ze iryzyna jest podwyzszona w stanach insulinoopornosci i MS [14]. Ale sa rowniez
sprzeczne doniesienia, w ktérych wykazano brak rdznic w poziomie iryzyny u osob
z MS [15].

Whioski: Przewlekte spozywanie fruktozy znamiennie zwigksza poziom miostatyny
w osoczu, sugerujac udziat tej miokiny w rozwoju zaburzen metabolicznych charaktery-
stycznych dla zespotu metabolicznego indukowanego fruktoza.
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SYNTEZA i BADANIA STRUKTURALNE NOWEJ POCHODNEJ
z GRUPY HYDRAZONOW

I. CZYZEWSKA', L. MAZUR? L. POPIOLEK' ‘'Uniwersytet Medyczny
w Lublinie, Wydzial Farmaceutyczny, Katedra iZaklad Chemii Organicznej,
ul. W. Chodzki 4A, 20-093 Lublin, 2UMCS, Instytut Nauk Chemicznych, Wydziat
Chemii, Katedra Chemii Ogoélnej, Koordynacyjnej i Krystalografii, P1. Marii Sktodow-
skiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: W wyniku reakcji kondensacji hydrazydu kwasu 3-jodobenzoesowego
z aldehydem salicylowym otrzymano nowy zwigzek z grupy hydrazonow. Struktura
chemiczna tej pochodnej zostata potwierdzona analiza spektralng widm IR, *H NMR
i ®C NMR. Strukture przestrzenng czasteczek oraz sposob ich oddzialywania i asocjacji
w Krysztale ustalono w oparciu o pomiary dyfrakcji rentgenowskiej na monokrysztatach.

Wprowadzenie: Z uwagi na fakt stale rosnacej opornosci mikroorganizméow na obecnie
stosowane leki, poszukiwanie nowych aktywnych biologicznie zwigzkow 0 dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym pozostaje od lat w kregu zainteresowan wielu grup badaw-
czych na swiecie [1, 2]. Interesujaca klasg zwigzkow organicznych o0 szerokim spektrum
bioaktywnosci sg pochodne z grupy hydrazonow, otrzymane z odpowiednich hydrazy-
dow kwasow karboksylowych lub sulfonowych [3-6]. Zwigzki tego typu moga wykazy-
waé aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa [3-6], W tym przeciwbakteryjng i przeciwgrzy-
bicza, atakze przeciwnowotworowa [7] i przeciwdrgawkowsa [8]. Uwzgledniajac po-
wyzsze informacje, celem niniejszej pracy byta synteza ibadania strukturalne nowej
pochodnej z grupy hydrazonéw 0 potencjalnym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym.
Innym celem bylo ustalenie preferowanej geometrii molekut w fazie stalej, glownych
oddziatywan miedzyczasteczkowych i powstatych z ich udzialem motywow supramole-
kularnych. Sprawdzano réwniez wpltyw rodzaju rozpuszczalnika uzytego do syntezy
krysztatéw na postac¢ fazowa zwiagzku.

Cze$¢  eksperymentalna: Nowa pochodna  z grupy  hydrazondéw:  N-[(2-
hydroksyfenylo)metylideno]-3-jodobenzohydrazyd, zostala otrzymana z wykorzysta-
niem metodyki opisanej w literaturze [9]. w kolbie okraglodennej umieszczono
0,001 mola (0,26 g) hydrazydu kwasu 3-jodobenzoesowego oraz 3 cm® etanolu (96%)
i ogrzewano pod chtodnica zwrotna, az do rozpuszczenia hydrazydu. Nastepnie do kolby
dodano 0,0011 mola (0,13 g) aldehydu salicylowego i cato$¢ ogrzewano we wrzeniu pod
chlodnica zwrotng przez 3 godziny. Kolejno roztwor w kolbie ochtodzono pod zimnag
wodg, a nastgpnie umieszczono na dob¢ w lodéwce. Po tym czasie powstaty osad odsg-
czono pod zmniejszonym ci$nieniem, wysuszono i poddano rekrystalizacji z etanolu
(96%). Temperature topnienia otrzymanego zwigzku oznaczono W aparacie typu Fisher-
Johns ipodano bez korekty. Widma IR zostaly wykonane na spektrometrze Thermo
Scientific Nicolet 6700 FT-IR. Widma rejestrowano technika ATR w zakresie spektral-
nym 4000-600 cm™. Widma *H i *C NMR zostaty zarejestrowane na spektrometrze typu
Bruker Avance 600 w DMSO-ds wobec TMS. Wartosci przesunigcia chemicznego (3)
podano w ppm. Czysto$¢ otrzymanej substancji zbadano metoda TLC z wykorzystaniem
aluminiowych ptytek 60 F254 (Merck Co.). Jako uktad rozwijajacy zastosowano mie-
szanin¢ chloroform : etanol (10:1, v/v). Plamki zidentyfikowano pod lampa UV przy
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dhugosci fali rownej 254 nm. Pomiary dyfrakcji rentgenowskiej na monokrysztatach
wykonano w temperaturze pokojowej za pomoca dyfraktometru Xcalibur CCD firmy
Oxford Diffraction, wypo-sazonego W lampe molibdenowag (A = 07107 A)
z monochromatorem grafitowym. Do sterowania pracg dyfraktometru w trakcie pomiarow
i redukcji danych wykorzystano oprogramowanie CrysAlis CCD i CrysAlis RED. Podczas
redukcji danych zastosowano poprawki na absorpcje, ekstynkcje iefekt Lorentza. Do
rozwigzania i udoktadnienia struktur uzyto pakietu oprogramowania SHELXTL. Wszyst-
kie atomy niewodorowe udoktadniano z anizotropowymi czynnikami przemieszczenia.
w strukturze 1-H,O atomy wodoru powiazane z atomami azotu i tlenu zostaty zlokalizo-
wane na mapie réznicowej i byly udoktadniane izotropowo. z kolei, wszystkie atomy
wodoru w molekule 1 oraz te, powigzane z atomami wegla w krysztale 1-H,0 zostaly
umieszczone w pozycjach zgodnych z hybrydyzacja i konfiguracja atoméw niewodoro-
wych. w trakcie udoktadniania ich pozycje byly zmieniane, stosujgc tzw. ,,riding model”,
przy zatozeniu Uis(H) = 1,2U¢(C) i Uiso(H) = 1,5Uq(O,N).

Dane krystalograficzne: (1) uktad jednoskosny, P2/c, a= 11,889(1) A, b = 13,437(2) A,
c=28,820(1) A, f = 94,84(1)°, V = 1403.9(3) A% 2= 4, deae= 1,732 g-em™, R; = 0,065, WR,
= 0,114 [I > 26(D], (Ap)min/(Ap)max (e A): -0,93/ 0,84, GooF = 0,991; (1-H,0) ukiad
jednoskosny, P2;/c, a=24.459(2) A, b =4.6797(4) A, ¢ = 12.977(1) A, B = 99,75(1)°,
V = 1464,0(1) A% 2= 4, deac = 1,743 g-em®, Ry = 0,049, wR, = 0,099 [I > 204(1)],
(AP)min/ (Ap)max (e A®): -0,602 /0,77, GooF = 1,005.

Whyniki: Badany hydrazon jest ciatem stalym, krystalicznym o barwie bialej
i t. topnienia 201-203°C. w temperaturze pokojowej zwiazek dobrze rozpuszcza si¢
w DMSO, DMF, acetonitrylu, metanolu, etanolu. Zaleznie od uzytego do krystalizacji
rozpuszczalnika hydrazon wystepuje w postaci niesolwatowanej lub monohydratu. For-
me hydratowang zaobserwowano po rekrystalizacji z acetonitrylu, natomiast zastosowa-
nie innych, ww. rozpuszczalnikéw skutkowato syntezg formy bezwodnej. Otrzymane po
rekrystalizacji monokrysztaty przyjmuja posta¢ bezbarwnych plytek.

W widmie 'H NMR zwigzku, wykonanym dla probki otrzymanej po rekrystalizacji
z etanolu, widoczne sg charakterystyczne dla tej grupy pochodnych [3, 9] sygnaly
W postaci singletu odpowiadajagce protonowi grupy =CH przy 8,65 ppm oraz singletu dla
protonu grupy NH przy 12,15 ppm. z kolei na widmie *C NMR stwierdzono obecnos¢
sygnalow dla atomow wegla grupy =CH oraz C=0 przy wartos$ciach przesunigcia che-
micznego (8) odpowiednio 148,92 161,76 ppm. Analiza widm w podczerwieni po-
twierdzita rowniez obecno$¢ grupy C=0 i NH (tabela 1). Zaleznie od rodzaju rozpusz-
czalnika uzytego do rekrystalizacji zwiazku zaobserwowano rdéznice W potozeniu
i intensywnosci tych pasm. Wydajno$é reakcji syntezy: 57%, ‘H NMR (600 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm): 6,92-6,95 (m, 2H, ArH), 7,32-7,33 (m, 1H, ArH), 7,35-7,38 (t, 1H,
ArH, J =12 Hz, J = 6 Hz), 7,57-7,58 (m, 1H, ArH), 7,95-7,99 (m, 2H, ArH), 8,29-8,30
(m, 1H, ArH), 8,65 (s, 1H, =CH), 11,18 (s, 1H, OH), 12,15 (s, 1H, NH). *C NMR (150
MHz, DMSO-ds) & (ppm): 95,29, 116,90, 119,18, 119,86, 127,67, 129,80, 131,22,
132,01, 135,37, 136,31, 140,94 (11C,), 148,92 (=CH), 157,93 (C4), 161,76 (C=0).
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Tabela 1. Interpretacja widm IR dla zwiazku po rekrystalizacji z etanolu, acetonitrylu i propan-2-olu.

IR,cm? | OH | NH |CHarom.| CHalif. |[C=0| C=N
etanol 33693219 3062 2858 | 1619 1605
acetonitryl | 3366 |3219| 3063 2858 |1606 | 1570
propan-2-ol | - |3171| 3014 2857 |1645| 1621

Na podstawie rentgenowskiej analizy strukturalnej monokrysztalow ustalono, ze zarowno
faza bezwodna (1), jak i monohydrat (1-H,O) krystalizuja w jednosko$nej grupie prze-
strzennej P2,/c, 7 jedng czasteczka hydrazonu w jednostce asymetrycznej (rys. 1).

b)

o1 WR

Rys. 1. Widok perspektywiczny molekut obecnych w krysztatach: (a) 1 i (b) 1-H,O wraz ze schematem nume-
racji atomow. Elipsoidy drgan termicznych wyznaczono na poziomie prawdopodobienstwa 30%. Linig prze-
rywang zaznaczono wiazania wodorowe.

Analiza geometrii czasteczek (tabela 2) w wyznaczonych strukturach wykazala, ze w ciele
stalym zwiazek istnieje W postaci izomeru E-anti (wzgledem wigzan C2=N2 i N1-N2).
W obrebie centralnego fragmentu funkcyjnego O1>>C2, ktory w krysztale 1-H,O jest
niemal ptaski, wida¢ wyrazny podzial na wigzania o charakterze pojedynczym
i podwojnym. Najkrotszymi wigzaniami W obydwu molekutach sa C1=01 i N2=C2 (tabela
2), a obserwowane odlegto$ci miedzyatomowe sg zgodne ze $rednimi warto$ciami literatu-
rowymi [10].

Tabela 2. Wybrane odlegtosci migdzyatomowe (A) i katy torsyjne (°) W czasteczce hydrazonu
w krysztatach 1 1-H,0.

Wigzanie 1 1-H,0 Kat torsyjny 1 1-H,0
01-C1 1,221(7) 1,233(5) 01-C1-N1-N2 1,6(11) -2,5(7)
C1-N1 1,359(9) 1,343(6) C1-N1-N2-C2 167,9(7) 178,3(4)
N1-N2 1,382(7) 1,393(5) N1-N2-C2-C3 178,8(6) 179,5(4)
N2-C2 1,271(9) 1,277(6) N2-C2-C3-C4 7,7(12) -5,3(8)
C2-C3 1,464(10) 1,452(7) 01-C1-C9-C10 -141.9(8) -15.7(7)

Wigzania N1-N2, C1-N1, C1-C9 i C2-C3 przyjmujg wartosci typowe dla wigzan poje-
dynczych isa porownywalne z tymi, obserwowanymi w innych N*-acylohydrazonach
[11]. Fragment 2-hydroksyfenylowy jest niemal wspotptaszczyznowy z fragmentem imi-
nowym, o czym $wiadczg wartosci kata torsyjnego N2—C2—-C3—C4 bliskie 0° (tabela 2).
Orientacja syn podstawnika hydroksylowego wzgledem atomu N2 umozliwia tworzenie
krotkiego, wewnatrzcza-steczkowego wigzania wodorowego O2—-H20---N2, ktore dodat-
kowo stabilizuje ptaska konformacje wickszego fragmentu czasteczki. Najbardziej istot-
na rdznica w konformacji molekut 1 i 1-H,O polega na odmiennej orientacji podstawnika
3-jodo-fenylowego, z atomem |1 odpowiednio anti i syn wzgledem hydrazydowego atomu
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Ol. Pierscien fenylowy C9>>C14 jest nieco skrecony wzgledem plaszczyzny fragmentu
hydrazydowego, przy czym wigksza rotacj¢ obserwuje si¢ W strukturze 1 (tabela 2).
Analiza budowy krysztatow form 1 i1-H,O wykazala istnienie wyraznych roznic
w sposobie asocjacji molekut i schematach oddziatywan miedzyczasteczkowych. w sieci
krysztatu 1 wystepuja tancuchy molekularne, rownolegte do osi ¢, zbudowane z czasteczek
potaczonych za pomoca mocnych wigzan wodorowych N1-H1n---O1 (rys. 2a). Lancuchy sa
dodatkowo stabilizowane za pomoca stabszych wigzan C2—-H2---O1. Wsrod oddziatywan
migdzyczasteczkowych odpowiedzialnych za stabilizacje krysztalu 1-H,O dominujaca role
odgrywaja mocne wigzania wodorowe Z udziatem czasteczek wody (rys. 2b). Dwa nie-
zalezne komponenty molekularne lacza si¢ za pomoca krotkich wigzan wodorowych
N1-Hln...Olw oraz stabszych oddzialywan C2-H2--Olw i C14-H14---Olw. Kazda
z czasteczek wody pelni rownoczesnie role podwdjnego donora W wigzaniach wodoro-
wych, ktorych akceptorami sg atomy O1 sgsiadujacych czasteczek hydrazonu. Tak po-
wigzane jednostki tworzg warstwy molekularne, zorientowane réwnolegle do ptaszczy-
zny krystalograficznej (100).

a) b)

Rys. 2. Fragment struktury krysztatu: a) 1 i b) 1-H,0 wizualizujacy schematy gtéwnych oddziatywan
miedzyczasteczkowych i powstate z ich udziatlem motywy architektoniczne.

Whioski: Zebrane dane spektralne, azwlaszcza zidentyfikowanie sygnatow dla grupy
=CH na widmach *H NMR i **C NMR potwierdzily poprawno$¢ syntezy nowej pochod-
nej z grupy hydrazondéw oraz czysto$¢ otrzymanego produktu. Analiza rentgenograficzna
pozwolita ustali¢ konformacje i konfiguracj¢ czasteczek w fazie statej. Wykazata row-
niez mozliwo$¢ krystalizacji zwigzku w formie niesolwatowa-nej (1) i w postaci mono-
hydratu (1-H,0). Zwiazek zostanie poddany badaniom in vitro celem sprawdzenia poten-
cjalnej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i cytotoksycznosci.
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CYKLODEKSTRYNY JAKO ALTERNATYWNE
NOSNIKI ZWIAZKOW BIOAKTYWNYCH w TYM
KWASU FERULOWEGO

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

Abstrakt: Zwiazki fenolowe, do ktorych nalezy m.in. kwas ferulowy, sg wtornymi me-
tabolitami roslin wykazujacymi szereg interesujacych prozdrowotnych wilasciwosci.
Jednakze ze wzgledu na ich malg stabilno$¢, stabg rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz cha-
rakterystyczny gorzki smak ich zastosowanie bywa czgsto znacznie ograniczone.
w obecnych czasach duzym zainteresowaniem ciesza si¢ nanotechnologie, ktore umoz-
liwiaja zlikwidowanie ww. problemow. Jednym ze skutecznych rozwigzan jest formo-
wanie kompleksow inkluzyjnych, w ktorych cyklodekstryny petnia role nosnika zwiazku
fenolowego. Cyklodekstryny sa nietoksycznymi, rozpuszczalnymi w wodzie i tanimi
zwigzkami, szeroko stosowanymi jako no$niki naturalnych zwigzkéw bioaktywnych
w celu polepszenia ich whasciwosci fizykochemicznych. Cyklodekstryny nie tylko za-
pewniajg ochrong przed czynnikami zewnetrznymi takimi jak, fotodegradacja, utlenianie
czy wahania temperatury (polepszajgc trwato$¢), ale przyczyniajg sie rowniez do zwiek-
szenia rozpuszczalnosci, biodostgpnosci oraz bioaktywnosci zamykanego w kompleksie
inkluzyjnym zwigzku. Tak liczne wtasciwosci i zalety stosowania cyklodekstryn czynia
je interesujacym materiatem do badan.

Whprowadzenie: Cyklodekstryny (z ang. cyclodextrins, CDs) naleza do grupy rozpusz-
czalnych w wodzie cyklicznych oligosacharydow. Powstaja najczesciej w wyniku enzy-
matycznej degradacji skrobi przez enzymy z grupy amylaz oraz enzymy bakteryjne -
glukotransferazy cyklodekstrynowe (z ang. cyclodextrin glucanotransferases, CGTazy),
wytwarzane przez niektore szczepy z rodzaju Bacillus. CDs zbudowane sg z czasteczek
glukopiranozy potaczonych wigzaniami a-(1-4)-glikozydowymi, tworzacych struktury
wygladem przypominajgce $ciety stozek lub kubetek. Wewnetrzna wneka stozka wyka-
zuje charakter hydrofobowy i sprzyja tworzeniu komplekséw inkluzyjnych typu ,,gospo-
darz-go$¢” z r6znymi zwigzkami hydrofobowymi, takimi jak np. zwigzki organiczne,
W tym substancje bioaktywne pochodzenia roslinnego. Natomiast zewngtrzna czes$é
stozka ze wzgledu na obecno$¢ licznych grup hydroksylowych (-OH) skierowanych na
zewnatrz pierScienia, wykazuje silny charakter hydrofilowy, ktory sprzyja rozpuszczal-
nosci CDs w wodzie. w zalezno$ci od liczby jednostek glukopiranozowych wchodza-
cych w sktad pierécienia cyklodekstryny wyrézniamy CDs zbudowane z szeéciu (a-CD),
siedmiu (B-CD), o$miu (y-CD) oraz wigkszej liczby jednostek (rys.1). Duzg popularno-
$cig ze wzgledu na zwickszong rozpuszczalno$¢ w wodzie w poréwnaniu do wyzej wy-
mienionych naturalnych CDs ciesza si¢ ich chemicznie modyfikowane odpowiedniki, do
ktorych naleza m.in. pochodne hydroksypropylowe (HP-B-CD, HP-y-CD) powstajace
w wyniku dziatania na CDs tlenkiem propylenu [1,2]. Wyjatkowe wlasciwosci cy-
klodekstryn do tworzenia rozpuszczalnych w wodzie kompleksow inkluzyjnych
z innymi substancjami, takimi jak np. zwigzki fenolowe, ciagle znajduja nowe zastoso-
wania w przemysle spozywczym, rolniczym, kosmetycznym, farmaceutycznym oraz
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biotechnologicznym. Liczne dane literaturowe donosza, ze enkapsulacja moze przyczy-
ni¢ si¢ do zwigkszenia trwatosci, rozpuszczalnosci, przyswajalnosci oraz biodostgpnosci
zamykanej substancji, co znacznie poprawia jej wlasciwosci fizykochemiczne. Ponadto
kompleksy inkluzyjne cyklodekstryn charakteryzuja si¢ zdolnoscig do wydluzonego
i kontrolowanego uwalniania kapsutkowanych zwigzkow, a takze przyczyniaja si¢ do
eliminacji niepozadanego smaku i zapachu substancji kapsutkowanej. Zmniejsza si¢
takze lotno$¢ i toksycoanoéé zamknietych w cyklodekstrynie zwigzkow [3-4].

(schematyczna struktura)

Rys. 1. Wzory strukturalne o-, - i y-cyklodekstryn oraz schematyczne przedstawianie utozenia grup hydrok-
sylowych w czasteczce B-cyklodekstryny [5].

Kwas ferulowy (FA) (rys.2) jest silnym i dobrze znanym antyoksydantem pochodzenia
naturalnego nalezacym do grupy kwaséw hydroksycynamonowych. Na skale przemy-
stowa otrzymywany jest z otrebow ryzowych. Liczne badania naukowe wykazaty, ze
zwigzek ten posiada wiasciwosci przeciwutleniajgce, antybakteryjne, przeciwgrzybicze,
przeciwnowotworowe, przeciwcukrzycowe, hepatoprotekcyjne, przeciwrodnikowe oraz
wlasciwosci przeciwzapalne [6]. Kwas ferulowy wykazuje takze dziatanie fotoprotek-
cyjne, nawilzajgce i depigmentacyjne, ktore jest chetnie wykorzystywane w produkcji
kosmetykéw do pielegnacji ciata oraz kreméw z filtrem przeciwslonecznym. Jednakze
kwas ferulowy, podobnie jak wigkszo$¢ zwiazkow fenolowych, charakteryzuje si¢ staba
rozpuszczalnoscia W rozpuszczalnikach polarnych, niska stabilno$cia termiczng, malg
biodostgpnoscia oraz podatnoscia na dzialanie czynnikow takich jak tlen czy promie-
niowanie stoneczne w wyniku ktorych FA ulega reakcji izomeryzacji [7]. Enkapsulacja
FA w cyklodekstrynowe no$niki umozliwia eliminacj¢ tych ograniczen oraz poprawe
jego wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych (tabela 1).

H3CO©/VLOH
HO

Rys. 2. Wzor strukturalny kwasu ferulowego.

W ostatnich latach powstato wiele technik uzyskiwania komplekséw inkluzyjnych cy-
Klodekstryn np. poprzez suszenie rozpylowe, wspolstracanie, rozcieranie, naswietlanie
mikrofalami, zastosowanie ultradzwickow, dwutlenku wegla w stanie nadkrytycznym
oraz metody oparte o liofilizacje¢ (z ang. freeze-drying method). Sposrod tych metod
wspolstracanie oraz rozcieranie cieszy si¢ dosy¢ duza popularnoscia ze wzgledu na to, ze
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sa technikami tanimi, dosy¢ prostymi (nie wymaga stosowania skomplikowanej i drogiej
aparatury) oraz wydajna [8].

Tabela 1. Przyktady kompleksoéw inkluzyjnych cyklodekstryn z kwasem ferulowym.

Typ CDs Metoda Wyniki Lit.

0-CD Wap6lstracanie Zwigkszona fotostab11.n0§c, blodostqpnosc oraz kontrolowane [9]
uwalnianie przez barierg skory

4-CD Wpolstracanie Zwigkszona fotostabilno$¢, brak wptywu pH preparatu na [10]

przenikalno$¢ przez bariere skory

Zwigkszona aktywnos¢ przeciwutleniajaca i antybakteryjna
p-CD Wspolstracanie | przeciwko bakteriom powodujacym psucie si¢ ryb z rodziny | [11]
pataszowatych Trichiurus lepturus

Zwigkszona stabilno$¢ termiczna oraz eliminacja niepozada-

B-CD Rozcieranie -
nego gorzkiego smaku

[12]

Zwigkszona stabilno$¢ termiczna oraz cytotoksyczno$é prze-

p-cD Liofilizacja ciwko liniom komoérkowym raka watroby HepG2

[13]

Zwigkszona stabilno$¢ termiczna, fotostabilnos$¢ oraz roz-
HP-B-CD Liofilizacja | puszczalno$¢ w ptynach symulujacych zywno$¢ (10% etanol | [7]
i 3% kwas octowy)

Zwigkszona rozpuszczalno§¢ W wodzie oraz cytotoksyczno$é

HP-p-CD Liofilizacja przeciwko liniom komérkowym raka watroby Hep3B

[14]

HP-B-CD Liofilizacja Zwigkszona rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz fotostabilno$¢ | [15]

Cze$¢ eksperymentalna: Synteze kompleksow inkluzyjnych FA/B-CD otrzymano me-
toda ucierania poszczegdlnych nawazek w stosunku molowym 1:1. Widma IR zareje-
strowana za pomocg spektrofotometru Alpha firmy Bruker, natomiast widma UV przy
pomocy spektrofotometru UV/VIS/NIR Agilent Carry 5000.

Wyniki: Na podstawie analizy widm FT-IR (rys. 3) iUV stwierdzono poprawnos¢
syntezy kompleksu FA/B-CD. w widmie FT-IR FA/B-CD, w poréwnaniu z widmami FA
i B-CD zaobserwowano zanik pasma przy 2940 cm™ odpowiadajacy symetrycznym
drganiom rozciagania grup CHj3 nalezacych do czasteczki FA oraz zanik pasma przy
1640 cm™ odpowiadajacy drganiom zginajacym H-O-H cyklodekstryny. Ponadto szereg
innych pasm ulega przesunigciu W kierunku wyzszych lub nizszych liczb falowych, np.
pasmo przy 1692 cm™ (przypisane drganiu rozciggajacemu grupy karbonylowej FA),
1377 cm™ (drganie deformujace OH czasteczki p-CD), 1278 cm™ (drganie rozciagajace
grupy C-O w czasteczce FA). w zarejestrowanych widmach UV dla roztworéw wodnych
kompleksu FA/B-CD, przy wzrastajacym st¢zeniu B-CD, uzyskano dwa maksima ab-
sorpcji A;=285 nm oraz 1,=309 nm. Absorbancja maksimow wzrasta W miar¢ wzrostu
stezenia B-CD. Wzrost intensywnos$ci pasm mozna wytlumaczy¢ przejsciem zwiazku
fenolowego od bardziej polarnego rozpuszczalnika (wody) do mniej polarnego (wneki B-
CD) i tworzeniem si¢ kompleksu. Otrzymane kompleksy wykazywaty mniejsza aktyw-
no$¢ antyoksydacyjng w tescie DPPH" w poréwnaniu z wolnych kwasem ferulowym, ze
wzgledu na zaangazowanie grup hydroksylowych przy pierScieniu W oddziatywania
z wneka cyklodekstryny.
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Rys. 3. Widmo IR: kompleksu FA/[S:E‘lSm:z:é?e}estrowane w zakresie 600-4000 cm™,

Whioski: Sukcesy w otrzymywaniu stabilnych kompleksow zwigzkéw fenolowych z B-
CDs zachecaja do podjecia prob otrzymania potaczen pochodnych kwasow fenolowych
(w tym kompleksow metali) z cyklodekstrynami. Struktury takie, typu metal-phenolic-
network (MPN), mogg mie¢ duze zastosowanie jako powloki bioaktywne w wielu gate-
ziach przemystu.

Badania zostaly zrealizowane wramach pracy badawczej WI/WB-I1$/3/2021
w Katedrze Chemii, Biologii i Biotechnologii Politechniki Bialostockiej i sfinanso-
wane z subwencji 2021 przekazanej przez Ministra Nauk i Szkolnictwa Wyzszego.
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BADANIE KINETYKI ADSORPCJI JONOW WANADU(V)
z ROZTWOROW WODNYCH na ANIONICIE
PUROLIT A830

A. WOLOWICZ, Z. HUBICKI, A. OPALA, A. KUCHARCZYK, UMCS, Wydziat
Chemii, Katedra Chemii Nieorganicznej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Odzysk wanadu ze zuzytych katalizatorow przemystowych oraz jego usuwa-
nie ze $ciekow przemystowych i wod jest przedmiotem zainteresowania wielu badaczy.
Celem pracy byto zbadanie efektywno$ci usuwania jondw wanadu(V) na anionicie sta-
bo-zasadowym Purolit A830 oraz zbadanie kinetyki adsorpcji w/w jondow Z roztworéw
wodnych.

Whprowadzenie: Glownym zrédlem wanadu i jego zwigzkow W srodowisku sg przemyst
metalurgiczny, samochodowy, szklarski, ceramiczny, widkienny, fotograficzny, gumo-
wy czy zaktady produkujace chemikalia nieorganiczne i pigmenty [1]. Wanad znajduje
takze szerokie zastosowanie W Katalizie i medycynie oraz w sektorze odnawialnych
zrodet energii. Wanad jest najczes$ciej wykorzystywany W potgczeniu z innymi metalami
jako stopy, gtownie ferrowanad lub jako dodatek do stali (86%). 5% wanadu wykorzy-
stuje sie do produkcji baterii, 4% do produkcji katalizatoréw przemystowych, a 5% do
wytwarzania innych stopdéw. Stopy niezelazne zawierajace wanad s3 stosowane
w samolotach odrzutowych i ich silnikach (stopy tytanowo-aluminiowo-wanadowe) oraz
technologii kosmicznej [2-4]. Poniewaz wanad jest metalem nielotnym, wigckszo$¢ pro-
bleméw zwigzanych z zanieczyszczeniem $rodowiska wynika z obecno$ci wanadu
W powietrzu, ktory, oprocz tego, ze jest wdychany, osadza sie takze w glebie
i W zbiornikach wodnych. Naturalne zrodta wanadu w powietrzu stanowi pyt kontynen-
talny (54%), dziatalnos¢ wulkaniczna (20%), dzikie pozary laséw oraz Zrddla biogenne
takie jak aerozole morskie (5%). Stezenie wanadu w powietrzu na obszarach niezalud-
nionych jest niskie (0,001-0,002 ng/m®), natomiast duze miasta mogg mie¢ $rednie rocz-
ne stezenia wanadu w powietrzu rzedu 20-100 ng/m?®, podczas gdy stezenia na obszarach
wiejskich wynoszal ng/m® [5]. Wanad jest metalem toksycznym i wystepuje
w srodowisku zaréwno jako jon V(IV), jak i V(V) [6]. Forma V(V) jest bardziej tok-
syczna niz V(IV) i jest ona najbardziej stabilnym gatunkiem w warunkach utleniania [7].
Jony wanadu dostaja si¢ do organizmu czlowieka poprzez tancuch pokarmowy i skazong
wode, powodujac zaburzenia oddychania, paraliz oraz negatywny wplyw na narzady tj.
watrobe i nerki [8]. Dlatego tak wazne jest oczyszczanie zanieczyszczonych wanadem
strumieni przed ich odprowadzeniem do $rodowiska. z uwagi, iz adsorpcja odgrywa
istotng role W procesie usuwania i oczyszczania $ciekdw zawierajgcych wanad celem
pracy byto zbadanie efektywno$ci usuwania jonow V(V) na jonicie stabo-zasadowym
Purolit A830 oraz zbadanie kinetyki procesu sorpcji.

Cze$¢ eksperymentalna: Badania procesu sorpcji jonéw wanadu(V) metoda statyczng
prowadzono w kolbkach stozkowych o objetosci 100 mL, ktére szczelnie zamykano
silikonowymi korkami. Do kolbek odwazano 0,1+ 0,0005 g anionitu Purolit A830 (tabe-
la 1). Nastepnie do kolbek dodawano 20 mL roztworu wyjsciowego, ktory zawieral jony
V(V) o stezeniach 50, 100 lub 200 mg V(V)/L. Probki wytrzasano na mechanicznej
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wytrzasarce Elpint+, typ 357 w zalezno$ci od czasu, ktory od 1 minuty do 24 godzin.
Nastepnie faze wodng oddzielano od jonitu za pomoca saczenia, a zawartos¢ V(V)
W przesaczu oznaczano stosujac technike atomowej spektrometrii absorpcyjnej (AAS)
oraz spektrometr Varian AA240Z z grafitowa kuwetg GTA120 i z automatycznym do-
zownikiem PSD120 (Graphite furnace atomic absorption spectroscopy (GFAAS)) (dtu-
gos¢ fali 318,5 nm; szerokos¢ szezeliny 0,2 nm; prad lampy 10 mA).

Tabela 1. Charakterystyka anionitu Purolit A830 (na podstawie danych producenta).

Typ anionit stabo-zasadowy
Matryca poliakrylowa
Struktura makroporowata
Rodzaj grup funkcyjnych aminowe

Forma wolna zasada
Rozmiar ziarna (mm) 0,3-1,2
Zdolno$¢ utrzymywania wilgoci (%) 47 -53

Pojemnos¢ jonowymienna (eq/L) 2,75

Zbadano kinetyke adsorpcji jonéw V(V) na anionicie Purolit A830 przy zachowaniu
nastepujacych parametrow: masa nawazki, w = 0,1 = 0,0005 g, stezenie poczatkowe, Cq
= 50; 100; 200 mg V(V)/L, objetos¢, V =20 mL, pH = 6,00, predko$¢ mieszania = 170
rpm, amplituda, a = 8, temperatura, T = 295 K, czas, t=1 min — 24 h. Wyznaczono ilo$¢
jonow V(V) zaadsorbowang po czasie t, (Q) Oraz pojemnosci sorpcyjne (Qe).

Tabela 2. Charakterystyka parametrow adsorpcyjnych i zastosowanych modeli kinetycznych.

Parametr/model kinetyczny Rownanie Nr.
pojemnos$¢ sorpcyjna C-=CH-V
(@) (mg/c) g, = G=C) v 6
W
ilo§¢ jonow V(V) zaadsorbowana po (CO - Ct) Vv o)
czasie t, (q) (Mg/g) qc = T
dq;
PFO L=k — ®
7c = (@e—a0)
dq;
PSO N —qg,)? 4
dt 2 (Qe qt)
IPD qe = k;t%° (5)

Co, Ce, C; — poczatkowe, rOwnowagowe stezenie jonow V(V) w fazie wodnej oraz po czasie t (mg/L), V
— objeto$¢ roztworu — 20 mL, w — masa suchego jonitu, ge, q: (mg/g) - ilosci V(V) zasorbowane
w stanie rownowagi i w dowolnym czasie t, k; (1/min) i ko (g/mg min) - stale szybkosci sorpcji wyzna-
czone odpowiednio z réwnan PFO i PSO, k; (mg/g min®®) - stata szybkosci dyfuzji wewnatrzczastecz-
kowej.

Do analizy kinetyki wykorzystano réwnanie Lagergrena — model pseudo—pierwszego
rzedu (PFO) oraz rownanie Blancharda, posta¢ liniowa réwnania Ho, model pseudo-
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drugiego rzedu (PSO) oraz rownanie Webera i Morrisa, model dyfuzji wewnatrzcza-
steczkowej (IPD) (tabela 2) [9].

Wyniki: Kinetyka procesu adsorpcji jest istotnym parametrem majacym wplyw na
szybko$¢ usuwanych zanieczyszczen. z tego wzgledu poszukuje si¢ skutecznych adsor-
bentow, ktore nie tylko efektywnie usuwajg zanieczyszczenia danego typu, ale takze sa
W stanie juz po niewielkim czasie kontaktu faz zredukowac W znaczacy sposob tadunek
zanieczyszczen. Z tego wzgledu celowym byto przeprowadzenie badania wptywu czasu
kontaktu faz na adsorpcj¢ jonow V(V) anionicie Purolit A830 z roztworéw o pH=6.
Wplyw czasu kontaktu faz na adsorpcje jonéw V(V) na jonicie Purolit A830 przedsta-
wiono na rysunku 1.
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2
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Rys. 1. Wptyw czasu kontaktu faz i st¢zenia poczatkowego na efektywno$¢ usuwania jonéw V(V) na anioni-
cie Purolit A830 (a) oraz wykresy uzyskane dla modelu PFO (b), PSO (c) oraz IPD (d).

Krzywe kinetyczne uzyskane w wyniku adsorpcji jonow V(V) na anionicie Purolit A830
wykazuja podobny trend zmian dla wszystkich badanych uktadow. Obserwuje si¢ wzrost
ilosci jonow V(V) zaadsorbowanych wraz ze wzrostem czasu kontaktu faz jednak ksztatt
krzywych kinetycznych i ich ,,stromo$¢” zalezy od poczatkowego stezenia jonow V(V)
obecnych w roztworze. Wraz ze wzrostem stezenia poczatkowego jonow V(V) obserwu-
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je si¢ wydtuzanie czasu niezbednego do uzyskania stanu rownowagi, a krzywa kinetycz-
na staje si¢ coraz mniej stroma. Uktad osigga stan rownowagi po czasie kontaktu faz
wynoszacym odpowiednio 4 h:

dla Cy = 50 mg/L, podczas gdy czas ten wydluza si¢ znacznie | wynosi powyzej 24 h
dla Cy = 200 mg/L. Pojemnos¢ sorpcyjna uzyskana na anionicie Purolit A830 wzgledem
jonow V(V) wynosi 8.8 mg/g; 18.1 mg/g oraz 40.4 mg/g odpowiednio dla poczatkowego
stezenia V(V) wynoszacego 50, 100 oraz 200 mg/L. Stosujgc modele kinetyczne PFO,
PSO oraz IPD stwierdzono, ze proces adsorpcji jonow V(V) na anionicie Purolit A830
najlepiej opisuje model PSO. w tym przypadku uzyskany wspotczynnik determinacji jest
najwyzszy (R? = 1) w poréwnaniu z modelem PFO (R? = 0.906-0,985) i IPD (R? = 0.943-
0,995) oraz wykazano najwyzszg zgodno$¢ eksperymentalnych i obliczonych warto$ci
pojemnosci sorpeyjnych (Qeexp = 8,87 My/g, Qecar = 8.83 mg/g dla Cy = 50 mg/L; Qe exp =
18,26 mg/g, Qecar = 18,09 mg/g dla Cy = 100 mg/L 0raz Qe exp = 40,38 Mg/Q, Qecal = 41,22
mg/g dla Cy = 200 mg/L). Zaobserwowano, ze k; oraz k, maleje wraz ze wzrostem po-
czatkowego stezenia V(V) w roztworze, natomiast k; rosnie, co oznacza, ze dla uktadow
0 Cp = 200 mg/L dyfuzja miedzyczasteczkowa odgrywa bardziej znaczaca role. Jak
wynika z danych literaturowych adsorpcje jonow wanadu na jonitach Amberlit IRA743,
Lewatit MK51, Purolit S110, Purolit S108 [10] oraz zywicy TA-62(MP) [11] aktywo-
wanej powierzchniowo dobrze opisuje model PSO.

Whioski: Anionit stabo-zasadowy Purolit A830 zapewnia wysokg skuteczno$¢ usuwania
jonow V(V) z roztwordw wodnych. Procentowy stopien usunigcia w/w jondw wynosi
99,4% dla roztworéw o poczatkowym stezeniu jonow V(V) wynoszacym 50 mg/L i jest
duzo wyzszy w poréwnaniu z innymi jonitami tj. Amberlit IRA743 (39,18%), Lewatit
MKG51 (45,36%), Purolit S110 (47,84%) czy Purolit S108 (59,79%).

Badania zostaly sfinansowane ze Srodkéow NCN zgodnie Z decyzjg
nr UMO-2018/29/B/ST8/01122.
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OPTYMALIZACJA WYBRANYCH PARAMETROW SORPCJI
JONOW MIEDZI(I) za POMOCA WYTLOKOW z JABLEK

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

Abstrakt: Celem pracy byto zbadanie wptywu wybranych parametréw sorpcji na efek-
tywnos$¢ usuwania jonéw miedzi(Il) z roztworéw wzorcowych za pomoca mikronizowa-
nych wyttokéw z jabtek odmiany Gold Milenium. Zbadano metodg statyczna wplyw
masy sorbentu oraz pH roztworé6w modelowych na skutecznos¢ sorpcji Cu(Il). Zawar-
to$¢ Cu(Il) w roztworach przed i po procesie sorpcji oznaczono spektrofotometrycznie,
Z sola sodowg PAR-u (4-(2-pirydazylo)rezorcynolu).

Wprowadzenie: Zagrozenie zanieczyszczeniem Srodowiska naturalnego metalami cigz-
kimi stalo si¢ istotng kwestia, poruszana W inzynierii i ochronie $rodowiska. z powodu
wysokiej toksycznosci, metale cigzkie obecne W zbyt duzych stezeniach w otaczajacym
nas $rodowisku (wody, gleby) moga powodowacé problemy zdrowotne u ludzi, a takze
powazne zaburzenia funkcjonowania fauny i flory [1]. Miedz jest jednym z najczesSciej
wystepujacych metali ciezkich, zanieczyszczajacych srodowisko, z powodu jej szerokie-
go wykorzystania w przemysle. Na niskim poziomie jest mikroelementem niezbednym
do prawidtowego funkcjonowania organizmu, jednak po przekroczeniu poziomu tok-
syczno$ci staje sie trucizng. Dlatego musi by¢ usunieta ze $ciekow przed odprowadze-
niem ich do wody lub wykorzystaniem do nawadniania [2]. Proces adsorpcji jest aktual-
nie najbardziej skuteczng, tatwo dostepng i optacalng technikg usuwania jonéw metali
cigzkich z wod i Sciekoéw [3]. Odpady z przemyshu rolno-spozywczego stanowig obiecu-
jaca alternatywe do obecnie stosowanych sorbentéw. Ponadto, biorgc pod uwage stale
rosnacg ilo§¢ bio-odpadow oraz zagrozenie skazenia mikrobiologicznego Srodowiska
w wyniku ich nieodpowiedniego sktadowania, konieczne jest opracowanie efektywnych
sposobow ich przetwarzania, uwzglgdniajac idee zrownowazonego rozwoju. Polska jest
jednym z najwiekszych producentow jabtek na §wiecie. w latach 2010-2018 produkcja
wynosita od 1,9 do 3,9 min ton jablek na rok [4]. Okoto potowa tego surowca w naszym
kraju jest przetwarzana na koncentrat soku jabtkowego. Od 25% do 30% $wiezej masy
jabtek, uzytej do produkcji soku stanowig wyttoki. Mozna wigc oszacowac, ze w Polsce
w roku 2018 wyprodukowano okoto pét miliona ton wyttokdéw jabtkowych. Sucha masa
wytlokéw jabtkowych sktada sie z: 7-44% celulozy, 14-17% skrobi, 15-20% ligniny
i 4-14% pektyn [5]. Wymienione sktadniki posiadaja grupy rézne funkcyjne, o wysokiej
zdolno$ci wigzania jonow metali, m.in. —-COOH, —CO, —NH, i —OH [6]. W ponizszej
pracy zbadano sorpcje¢ jondw miedzi(Il) na wyttokach z jabtek, za pomoca statycznej
metody adsorpcji. Badania wykonano pod katem wptywu masy sorbentu i pH roztworu
na skutecznos$¢ sorpcji.

Cze$¢ eksperymentalna: Badanie efektywnosci usuwania miedzi(Il) za pomoca sorben-
tu, stanowigcego mikronizowane wytloki z jablek odmiany Gold Milenium, wykonywa-
no etapami: (a) suszenie wyttokow w temperaturze 100°C przez 24h, (b) odwazanie
odpowiednich nawazek wytlokow w trzech powtdrzeniach dla kazdej proby, (c) przygo-

246



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

towanie wzorcowych roztworéw wodnych CuCl, 7H,0 0 odpowiednich stezeniach, (d)
wytrzasanie przygotowanych nawazek sorbentu z 25 ml roztworu zawierajacego jony
Cu(ll) w szklanych, zakrecanych butelkach o pojemnosci 100 ml w wytrzasarce o od-
powiednio dobranej temperaturze i czasie wytrzasania, (¢) odwirowywanie mieszanin
w celu oddzielenia sorbentu od roztworu Cu(ll), (f) spektrofotometryczne oznaczenie
zawartos$ci jonéw miedzi(Il) w roztworach przed i po sorpcji. w celu optymalizacji wa-
runkow sorpcji jondw miedzi(Il) za pomoca wyttokoéw z jabtek, zbadano wptyw:

- nawazki sorbentu w zakresie 0,1-1 g, dla stezenia wyjsciowego Cu(Il) 20 mg/l,
w czasie 180 minut;

- pH roztworu zawierajgcego jony Cu(Il) — w zakresie pH 2-7, dla czterech roznych
stezen Cu(ll) (20, 40, 60 i 80 mg/l) i nawazki 0,4 g sorbentu.

Oznaczenie zawarto$ci miedzi(II) w roztworach przed i po sorpcji wykonano spektrofo-
tometrycznie, w formie  kompleksu zsola monosodowa PAR-u  (4-(2-
pirydazylo)rezorcynolu). w tym celu, pobierano do kolbek miarowych o pojemnosci 10
ml po 1 ml 0,05% roztworu PAR-u, dodawano 2 ml buforu boranowego (sktad: 0,1 M
NaOH i 0,05 M Na,B,0; odpowiednio 2:3 (v:v)), a nastgpnie dodawano odpowiednig
ilo§¢ roztworu miedzi(Il) przed isorpcji, i dopelniano do kreski woda destylowana.
Pomiaréw dokonywano przy maksimum absorpcji, ktore dla kompleksu z Cu(ll) wyno-
sito 498 nm. Warto$ci absorbancji przeliczano na stezenie Cu(Il) z krzywej wzorcowej
dla CuCl, - 7H,O o wzorze y = 0,9432x + 0,0389 (R®> = 0,999). Wszystkie pomiary
wykonywano w trzech powtorzeniach, dla trzech niezaleznych préb, a wyniki opraco-
wano w programie Excel.

Wyniki: Ponizszy wykres przedstawia zalezno$¢ efektywnosci sorpcji jonow Cu(Il) od
masy sorbentu.

80

pu

60 /

il

i
!

40

20

Efektywno$¢ usuwania Cu(Il) [%]

0 T T T
0 0,2 04 0,6 0,8 1

Masa sorbentu [g]

Rys. 1. Wplyw masy sorbentu na efektywno$¢ sorpcji Cu(ll) z zaznaczonymi odchyleniami standardowymi od
uzyskanych wartosci.

Wraz ze wzrostem masy wytlokow, efektywno$¢ usuwania jonéw miedzi(Il) wzrastata
(rys. 1). Zjawisko to jest spowodowane zwigkszeniem powierzchni sorpcyjnej itym sa-
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mym, ilo$ci miejsc wigzacych, dostgpnych dla jonéw metalu [1]. Maksymalny poziom
usuwania, wynoszacy 70,37+1,97% uzyskano dla masy 1 g wyttokdéw, oraz niewiele niz-
szy, rowny 70,24+1,70%, dla masy 0,25 g. Na rys. 2 przedstawiono zalezno$¢ pojemnosci
sorpcyjnej (parametru g) od nawazki sorbentu, wskazujaca na spadek pojemnosci sorpcyj-
nej wraz ze wzrostem masy sorbentu. Oznacza to, ze najwyzsza wykorzystana masa wy-
tlokow (1 g) nie jest najbardziej wydajna. w ramach eksperymentu, jako najbardziej opty-
malng nawazke sorbentu wybrano mase 0,3 g, znajdujaca sie¢ W obszarze plateau efektyw-
nosci sorpcji (rys. 1), jednoczes$nie zachowujaca dostateczng warto$¢ parametru q.
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Rys. 2. Wplyw masy wytlokow na pojemnos$¢ sorpcyjna wzgledem jonow miedzi(II) z zaznaczonymi odchyle-
niami standardowymi od uzyskanych wartosci.

Na ponizszym rysunku (rys. 3) zaprezentowano wplyw odczynu roztworu na skutecz-
noéé¢ sorpcji jondw miedzi(Il). Stezenie jonow wodorowych H™ w roztworze jest brane
pod uwage jako najwazniejszy parametr procesu adsorpcji metali. Na jego podstawie
wywnioskowano, ze optymalne wartosci pH miescity si¢ w zakresie 4-7, z niewielkimi
wahaniami. Najwyzsze poziomy usuwania miedzi wynosity 67,50+1,26%, 60,45+0,84%,
65,87+0,75% i 70,87+4,78%, odpowiednio dla wyjsciowych stezen jonéw miedzi 20,
40, 60 i 80 mg/l. Niskie pH spowodowato mniejszg wydajno$¢ sorpcji z powodu wyso-
kiego stezenia jonéw H”, bedacych w konkurencji o miejsca adsorpcyjne dla grup funk-
cyjnych obecnych na powierzchni sorbentu [7]. w przypadku roztwordéw o stezeniach 60
i 80 mg/l przy pH 2-3 nastgpito stracanie osadu, co rowniez negatywnie wptyngto na
skuteczno$¢ sorpcji miedzi(Il).
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Rys. 3. Wptyw pH wyjsciowego roztworu jonéw miedzi(Il) na efektywnos¢ sorpcji z zaznaczonymi odchyle-
niami standardowymi wartosci.

Whioski: Przeprowadzone badania sorpcji jondw miedzi(II) na wyttokach z jablek wy-
kazaly, ze wybrany material roslinny jest dobrym sorbentem, pozwalajacym na skutecz-
ne usuwanie znacznej ilosci Cu(Il) z roztworéw wodnych. Istnieje szereg czynnikow
wplywajacych na efektywno$¢ sorpcji, m.in. ilo$¢ sorbentu i pH roztworu, a takze czas
sorpcji, temperatura oraz st¢zenie metalu W roztworze. Optymalizacja badan pozwolila
na uzyskanie najlepszych parametrow procesu sorpcji, tj. nawazki sorbentu ipH.
w dalszym etapie prac zostanie zbadany wplyw kolejnych czynnikéw na skuteczno$é
usuwania jonéw metali ciezkich z roztworéw wodnych oraz dodatek nanoczgstek celem
zwigkszenia wlasciwosci sorpcyjnych materiatu.

Badania zostaly zrealizowane w ramach pracy badawczej WI1/WB-118/4/2021 Kate-
dry Chemii, Biologii iBiotechnologii Politechniki Bialostockiej i sfinansowane
z subwencji 2022 przekazanej przez Ministra Edukacji i Nauki.
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BADANIE SORPCJI FOSFORU(V) na HYDROZELU
CHITOZANOWYM MODYFIKOWANYM NANOCZASTKAMI
TLENKU ZELAZA(II/ITN)

L. WUJCICKI, T. MANDOK, W. REIMANN, G. KACZMAREK, M. PAJAK,
G. DUDEK, K. PIOTROWSKI, J. KLUCZKA, Politechnika Slaska, Wydziat Che-
miczny, ul. Ks. M. Strzody 7, 44-100 Gliwice.

Abstrakt: Fosfor jest pierwiastkiem niezbednym dla roslin i organizméw zywych, jed-
nak jego nadmiar z uwagi na proces asymilacji fosforanéw przez biomase moze by¢
czynnikiem powodujacym eutrofizacje. W niniejszej pracy zaprezentowano jedna
z fizykochemicznych metod usuwania fosforanow(V) z wod powierzchniowych wyko-
rzystujaca procesy sorpcyjne na hydrozelu chitozanowym modyfikowanym nanoczast-
kami Fe304. Otrzymany biosorbent scharakteryzowano pod wzgledem kinetyki procesu
sorpcji fosforandw(V) oraz wyznaczono warto$ci parametrow izoterm adsorpcji Freun-
dlicha i Langmuira. w badaniach skorzystano z techniki optycznej spektrometrii emisyj-
nej z plazmg wzbudzong indukcyjnie (ICP-OES). Dzigki przeprowadzonym analizom
stwierdzono, ze hydrozel z wypeltnieniem w postaci Fe304 umozliwia obnizenie stezenia
fosforanow(V) w badanym roztworze o 87%, z poziomu 0,90+ 0,02 mg/dm® do
0,12+ 0,01 mg/dm®. Zaprezentowana metoda umozliwia zmniejszenie ilosci fosforu
trafiajagcego do srodowiska, jest wydajna i zgodna z zasadami zielonej chemii.

Wprowadzenie: Fosfor jest jednym z pierwiastkéw biogennych, dzigki ktéoremu mozli-
we jest zycie na Ziemi. Ma on zastosowanie w rolnictwie jako wazny sktadnik pasz oraz
nawozow. Dzialania antropogeniczne, takie jak intensywne nawozenie pdl lub odprowa-
dzanie $ciekow do wod naturalnych, przyczynity si¢ do akumulacji jego zwigzkow oraz
zwigzkow azotu W zbiornikach wodnych. Mimo iz zwigzki zawierajace fosfor nie wyka-
zuja wlasciwosci szkodliwych, ich nadmierne stezenie w zbiornikach wodnych sprzyja
procesom eutrofizacji, tj. zarastania zbiornikdéw wodnych. Stezenie fosforu przekracza-
jace juz 0,05 mg/dm® powoduje, ze woda znajdujaca si¢ W zbiorniku staje sie podatna na
proces eutrofizacji[1]. Badania wykazaty, ze obecnie w wielu zbiornikach wodnych
stezenie fosforu przekracza nawet 0,2 mg/dm® [2]. Fosfor wystepuje w wodzie i scieckach
w formie rozpuszczonej, koloidow i zawiesin, w postaci zwigzkow z grupy ortofosfora-
noéw, polifosforanow i fosforu organicznie zwigzanego, a fosfor ogdlny jest sumg tych
trzech form fosforu. Glowny udziat stanowia fosforany, ktorych specjacja jest zwigzana
z odczynem pH wody (rys. 1). Dopuszczalne st¢zenie fosforu ogélnego doprowadzanego
do wod krajowych zbiornikow wodnych zostalo okreslone w rozporzadzeniu ministra
gospodarki wodnej i zeglugi $rodladowej i wynosi ono 5,0 mg/dm? [3]. w zapobieganiu
procesom eutrofizacji waznym aspektem jest usuwanie nadmiarowego tadunku fosforu
z wod powierzchniowych. Nowymi sorbentami stosowanymi do oczyszczania wod ze
zwigzkow fosforu mogg by¢ biopolimery, takie jak chitozan. Sam chitozan wykazat
wilasciwosci sorpcyjne i predyspozycje do wigzania zwigzkdéw fosforu z roztwordow
wodnych [4]. w pracy zsyntezowano oraz scharakteryzowano hydrozel, ktorego matryce
stanowil chitozan, a aktywne wypehienie nanoczastki magnetycznego Fe304. Celem
badan byto okreslenie warto$ci parametrow kinetycznych i warto$ci parametréw izoterm
sorpcji fosforu na otrzymanym hydrozelu w procesie sorpcji okresowe;j.
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Zawartodé formy fosforanu [%)]

Rys.1. Udziat formy specjacyjnej fosforanu(V) w zaleznos$ci od pH roztworu.

Cze$¢ eksperymentalna: Modyfikowany hydrozel otrzymano przez wprowadzenie
nanoczgstek Fe304 do matrycy chitozanowej metoda jednostopniowej koagulacji. Na
wadze analitycznej odwazono 5 g chitozanu i rozpuszczono w 1% wodnym roztworze
kwasu octowego. Nastepnie do 50 ml tego roztworu wprowadzono 0,5 g Fe304 w postaci
proszku. Cato$¢ pozostawiono na mieszadle magnetycznym w celu homogenizacji mie-
szaniny dwufazowej. Utworzong zawiesing wkraplano za pomoca strzykawki do 10%
wodnego roztworu wodorotlenku sodu. Hydrozel przeptukiwano woda dejonizowang do
otrzymania odczynu obojetnego wody (pH = 7), bedacej w kontakcie z hydrozelem.
Badanie procesu sorpcji prowadzono metodg okresowa wykorzystujac w tym celu roz-
twory o stezeniu fosforandw(V) 0,03 mM (w przeliczeniu na P) dla ré6znych wartosci pH
(4,0 i 7,0). Na wadze analitycznej odwazono po 1 g granulek hydrozelu i wprowadzono
je do kolb stozkowych o pojemnosci 100 cm®. Do tak odwazonych hydrozeli dodano
50 cm® roztworu P-PQ,, ustawiono na wytrzasarce i wytrzasano przez 22 h z predkoscig
200 obr/min. Po zakonczeniu wytrzasania zawarto§¢ kolbek przesaczono za pomoca
saczkow bibutowych, a zebrany filtrat poddano analizie wykorzystujac technikg¢ atomo-
wej spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (ICP-
OES). Badanie kinetyki sorpcji fosforanéw(V) przeprowadzono odwazajac na wadze
analitycznej 10 g hydrozelu, ktory nastepnie wprowadzono do kolby stozkowej o pojem-
nosci 1000 cm?. Nastepnie do kolby dodano 500 cm?® roztworu fosforanow(V) o stezeniu
0,3 mM P-PO, i rozpoczeto wytrzasanie z predkoscig 200 obr/min. Dla réznych odste-
péw czasu od rozpoczgcia pomiaru (5; 10; 20; 40; 60; 120; 180; 240; 420; 1440; 1800;
2880 min) pobierano po 2,5 cm® roztworéw, rozcienczano do objetosci 5 cm® woda
dejonizowana w Kolbie miarowej i zanalizowano wykorzystujac technike ICP-OES.
Badanie rownowagi sorpcyjnej przeprowadzono odwazajac na wadze analitycznej po 1 g
badanych hydrozeli, wprowadzajac je do kolbek stozkowych o pojemnosci 100 cm®,
zalewajgc roztworami fosforanow(V) o roznym st¢zeniu poczatkowym (0,1; 0,5; 1; 2; 5;
10; 20; 50 mg/L P-PO,) iwytrzasajac na wytrzasarce przez 22 h z predkoscig 200
obr/min. Zawarto$¢ kolbek przesgczono za pomocg sgczkéw bibutowych, a zebrany
filtrat poddano analizie stezenia fosforu wykorzystujac technikg ICP-OES.

Wyniki: Wptyw pH na sorpcje fosforu. Sorpcja fosforanéw(V) na hydrozelu chitozano-
wym modyfikowanym nanoczastkami tlenku zelaza(IT) i (111) (Ch/Fe) oraz na hydrozelu
chitozanowym bez modyfikacji (Ch) przeprowadzona dla roztworéw o pH =4 ipH =7
wykazata wigkszy stopien usuniecia PO,> na hydrozelu po modyfikacji niz bez (rys. 2).
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Ponadto, wigkszy stopien usunigcia fosforanéw (87,3%) uzyskano dla hydrozelu chito-
zanowego modyfikowanego nanoczastkami Fe;O, W roztworze o pH = 4. Mozna to
thumaczy¢ wystepowaniem W $rodowisku kwasnym fosforanéw w postaci anionu diwo-
dorofosforanowego(V), ktéry wykazuje zwigkszone powinowactwo do  sorbentu
(rys. 1). Wody powierzchniowe charakteryzuja si¢ odczynem bliskim obojetnego (pH =
6,5-7,5). z przedstawionego wykresu (rys. 2) mozna zaobserwowac, ze dla pH = 7 sto-
pien usuniecia fosforanow(V) jest ponad dwukrotnie wigkszy dla hydrozelu modyfiko-
wanego niz dla niemodyfikowanego.

100

Procent usunigeia [ %]
~
]

ChipH=7  ChFelpH=7  ChipH=4  Ch/FelpH=4 v hd

Rodzaj hydrozelu Czas t [min|
Rys.2. Procent usunigcia fosforanow Rys.3. Zmiany pojemnosci sorpcyjnej modyfi-
w zaleznosci od odczynu pH roztworu. kowanego hydrozelu w zaleznosci od czasu
sorpcji.

Badanie i modelowanie Kinetyki sorpcji. Analize¢ kinetyki procesu sorpcji przeprowa-
dzono dla wybranego roztworu modelowego, o poczatkowym stezeniu 0,3 mM P-PO,.
z rys. 3 wynika, ze rownowaga procesu sorpcji fosforanow(V) ustala si¢ po ok. 24 h na
poziomie okoto 2,71 mg/g. Do opisu kinetyki sorpcji fosforanéw(V) na hydrozelu chito-
zanowym modyfikowanym Fes0, zastosowano dwa modele: model kinetyki pseudo-I-
i pseudo-ll-rzedowej. Wyzszg zgodnos¢ modelu z danymi pomiarowymi uzyskano dla
modelu kinetyki pseudo-ll-rzedowej (R? = 0,995). w tabeli 1 przedstawiono najwazniej-
sze parametry obu modeli kinetycznych. Obliczona warto$¢ q, w przypadku modelu
kinetyki pseudo-Il-rzedowej do$¢ dobrze zgadza sie z warto$ciami wyliczonymi ekspe-
rymentalnie. Za pomoca wyliczonej statej k, i rOwnowagowej pojemnos$ci sorpcyjnej ge
okreslono rownanie szybkosci sorpcji.

Badanie i modelowanie izoterm sorpcji. Na podstawie otrzymanych danych do$wiad-
czalnych wyznaczono wartoéci parametrow izoterm Langmuira i Freundlicha, ktore
zestawiono w tabeli 1. Dobra zgodnosé¢ danych pomiarowych uzyskano dla obu modeli
(R?>0,93). Wyznaczona z modelu Langmuira pojemno$é sorpcyjna monowarstwy (9,19
mg/g) jest zgodna z doswiadczalng wartoscia g, = 9,02 mg/g, a warto$¢ statej separacji
R_ mie$ci si¢ W przedziale wskazujagcym na korzystny ksztalt krzywej izotermy sorpcji
(0 <R, < 1). wprzypadku izotermy Freundlicha obliczony parametr (Kg) odpowiada
pojemnosci sorpcyjnej, awyktadnik n zprzedzialu 1 - 10 ma sens fizyczny
i charakteryzuje intensywng sorpcje fosforanow(V) na modyfikowanym hydrozelu chi-
tozanowym.
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Tabela 1. Warto$ci parametréw modeli kinetyki sorpcji oraz parametréw izoterm sorpcji.

Model kinetyki Parametry kinetyki sorpcji: Co= 9,85 + 0,05 mg/dm?, q.= 2,76 mg/g
Pseudo-1-rzedowa q (mg/g) k1 (1/m1n) RZ
3,00 2,76-10° 0,932
Pseudo-11-rzedowa dz (mg/g) k2 (g/mg . mln) RZ
2,71 7,92-10° 0,995
Model izotermy Parametry modeli izoterm: g.=9,02 mg/g
Langmuira qm(mg/g) | K;(dm®/mg) | Ry, R?
9,19 0,044 0,71 0,934
Freundlicha Kg n R?
2,93 3,58 0,942

Whioski: Modyfikowanie hydrozelu chitozanowego za pomocg nanoczastek tlenku
zelaza(Il) i (II) zwigkszyto zdolno$ci sorpcyjne hydrozelu wzgledem fosforanow(V).
Stwierdzono, ze sorpcja przebiegata z najwigcksza wydajnosécia przy odczynie pH wody
ok. 4, w temperaturze 21°C i w czasie 24 godzin. w tych warunkach hydrozel usuwat
87% fosforanéw w trakcie jednego cyklu sorpcji okresowej. Omawiany proces mozna
opisa¢ modelem izotermy Langmuira, co oznacza sorpcje jednorodng na powierzchni
hydrozelu, na ktérym wszystkie aktywne miejsca sorpcyjne majg réwne powinowactwo
do fosforanow. Model kinetyki pseudo-ll-rzedowej dawat wyzsza zgodnos¢ z danymi
pomiarowymi niz model Kinetyki pseudo-I-rzedowe;.
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ADSORPCJA FORMALDEHYDU i WODY
na FUNKCJONALIZOWANYCH POWIERZCHNIACH
GRAFENOWYCH - BADANIA TEORETYCZNE

K. KOWALSKA, M. BARCZAK, P. BOROWSKI, UMCS, Wydziat Chemii, Katedra
Chemii Teoretycznej, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Zrozumienie mechanizmoéw oddzialywania pomiedzy powierzchnig adsorben-
tu z czgsteczkami adsorbatu stanowi cenne Zrodto informacji potrzebnych do zaprojek-
towania efektywnych metod detekcji i usuwania substancji niepozadanych. w niniejszej
pracy podjeto probe doktadnego opisu oddziatywan funkcjonalizowanych powierzchni
grafenowych z czasteczkami formaldehydu, nalezacego do tzw. indoor pollutants,
W obecnosci wody. Badania przeprowadzono w oparciu o eksperyment in silico
z wykorzystaniem metody obliczeniowej DFT. Obliczenia wskazuja na konkurencyjno$é¢
adsorpcji fizycznej czasteczek wody wzgledem formaldehydu.

Woprowadzenie: Codzienne zycie czlowieka jest zwiazane z przebywaniem w réznych
pomieszczeniach zamknigtych, np. dom, szkota, biuro. Zatem zasadnym pozostaje troska
0 bardzo dobre warunki funkcjonowania w tych miejscach. Juz od dawna w literaturze
anglojezycznej funkcjonuje pojecie indoor pollutants [1], ktére odnosi si¢ do grupy
substancji obecnych wewnatrz pomieszczen, negatywnie wplywajacych na ludzkie
zdrowie. Przykladem takiego zwiazku jest formaldehyd [1-3] wykorzystywany m.in. do
produkcji materiatdw budowlanych, wykonczeniowych oraz mebli [2]. Juz mate ilosci
tej substancji moga wywolaé niekorzystne skutki, m.in. podraznienia, czy tez trudnosci
w oddychaniu [2]. Ze wzglegdu na dlugotrwala ekspozycje na ten zwigzek
W pomieszczeniach zamknigtych, sporo uwagi poswigca si¢ na znalezienie sposobow
efektywnego usuwania formaldehydu ztych przestrzeni [4]. Procesy adsorpcji,
Z wykorzystaniem funkcjonalizowanych powierzchni grafenowych, wydaja si¢ by¢ jedna
z metod rozwigzania tego problemu [5]. Cennym uzupelnieniem badan eksperymental-
nych w tym zakresie, sg zawsze obliczenia kwantowo-chemiczne, pozwalajace m.in. na
wyznaczenie energii stabilizacji analizowanych uktadow (najcze$ciej niedostepnej na
drodze eksperymentu). w niniejszej pracy — oprocz aspektow termodynamicznych oraz
kinetycznych — podjeto réwniez temat konkurencyjno$ci adsorpcji wynikajacy
Z jednoczesnej obecnosci innych molekut w powietrzu, np. czasteczek wody [6].

Czesé obliczeniowa: Obliczenia wykonano na poziomie DFT [7] z funkcjonalem wy-
mienno-korelacyjnym B3LYP [8]. Zaproponowano reprezentatywny fragment powierzch-
ni grafenowej (Rys. 1a), ktory mozliwie doktadnie odtwarza¢ bedzie uktad eksperymental-
ny. Mianowicie, w celu uzyskania rozsadnego stosunku jako$ci wynikéw do czasu ich
pozyskiwania przeprowadzono obliczenia ze stopniowym zwigkszaniem fragmentu po-
wierzchni grafenowej zakonczonej atomami wodoru (z wykorzystaniem bazy funkcyjnej
6-311++G** [9,10]). Na dalszym etapie dokonano modyfikacji powierzchni poprzez
wprowadzenie grup funkcyjnych (np. rys. 1b) przytaczonych do krawedzi reprezentatyw-
nego fragmentu (m.in. grupy hydroksylowej, aminowej, karboksylowej). Ze wzgledu na
mnogo$¢ grup hydroksylowych na powierzchni grafenu (w poréwnaniu do pozostatych
grup funkcyjnych) rozwazono rowniez uktady, w ktorych grupy OH bezposrednio sasiadu-
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ja z innymi grupami. w obliczeniach wykorzystano tzw. ,,mieszang” baz¢ funkcyjna BA-
ZA-1/BAZA-2 (rys. 1c). Przy uzyciu wigkszej bazy, tj. 6-311++G** (BAZA-1), opisano
atomy tworzace grupy funkcyjne na powierzchni adsorbentu, atomy bedace w najblizszym
ich sasiedztwie oraz atomy tworzace czasteczki adsorbatéw. Natomiast atomy bardziej
odlegle, nie oddzialujace bezposrednio z czasteczkami adsorbatu, opisano mata baza 3-
21G (BAZA-2). Przeprowadzone obliczenia umozliwity wyznaczenie ener%ii stabilizacji
tworzenia kompleksow roéwnej ujemnej wartosci energii dysocjacji E@ = gkompieks) _
[(edsorbent) _ p(adsorbal) - o q7ie powyzsze wartosci energii uwzgledniaja tzw. poprawke na
zerowa energie oscylacji (ZPVE, ang. Zero-Point Vibrational Energy).

Rys. 1. Reprezentatywny fragment (a) powierzchni grafenowej i (b) funkcjonalizowanej (grupa OH) po-
wierzchni grafenowej. (c) Obszary wykorzystania baz funkcyjnych 6-311++G** i 3-21G. (d) Przyktad ozna-
czenia oddzialywan z powierzchnia sorbentu: C(=O)OH---OH; + HOH---O=C okresla oddziatywanie czastecz-
ki wody (akceptora wigzania wodorowego) z grupa OH grupy karboksylowej polaczone (+) z dodatkowym
oddziatywaniem czasteczki wody (jako donora) z grupa karbonylowa grupy karboksylowe;j.

Whyniki: Na podstawie uzyskanych wynikow uznano, ze zastosowanie fragmentow
wigkszych niz przedstawiony na rys. 1a nie wptywa znaczaco na zmiany energii stabili-
zacji. Wykonano réwniez optymalizacj¢ obliczen poprzez ograniczenie wymiaru bazy
funkcyjnej w celu zachowania wspomnianego wyzej kompromisu, poprzez wykorzysta-
nie tzw. bazy ,,mieszanej”. Mianowicie, do opisu fragmentow powierzchni nie oddziatu-
jacych bezposrednio z czgsteczkami adsorbatow wybrano kilka mniejszych baz o rosng-
cym wymiarze, tj. BAZA-2 = STO-3G, 3-21G, 6-31G i 6-31G*. Jedynie wyniki uzyska-
ne zwykorzystaniem bazy 6-311++G**/STO-3G znaczaco odbiegaly od wyniku
w ,,pelnej” bazie funkcyjnej 6-311++G** (3,71 vs 4,61 kcal mol™). w pozostatych przy-
padkach wyniki byly niemal identyczne (4,60, 4,51 i 4,48 kcal mol ™). Wobec powyz-
szego, w dalszych obliczeniach zastosowano najmniejsza zZ powyzszych kombinacj¢ baz,
tj. 6-311++G**/3-21G.
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Tabela 1. Energie stabilizacji (w kcal mol™) czasteczek formaldehydu i wody dla przyktadowych funkcjonali-
zowanych powierzchni grafenowych. Pogrubiong czcionka zaznaczono grupy funkcyjne bezposrednio pota-
czone z adsorbentem (miejsca aktywne). Przyktad oznaczen oddziatywan przedstawiono na rys. 1d. Jesli byto
to mozliwe oddziatywania zaznaczono jednym ciagiem znakoéw, jesli nie — positkowano si¢ symbolem ,,+”.
Dodatkowa stabilizacj¢ poprzez oddziatywanie wigzan CH formaldehydu z grupa karbonylowa zaznaczano,
jesli odlegtos¢ CH:---O=C byta mniejsza niz 2,5 A.

Gr. funkcyjne Formaldehyd Woda
4,37 | OH---OH, 5,30
OH OH--OCH, 4,60 | HOH:--OH 3,21
OH:--OH---OH, 6,43
2xOH OH---OH---OCH, 506 OH- OH-ON 374
HNH:---OH, 3,62
NH, HNH---OCH; 3,36 HOH--NH. 423
4,76 | HNH---OH:--OH, 6,03
HNH--OH--OCH, 450 | HOH:--NH,+ HNH---OH 3,85
NH., OH H,CO:--HNH:--OH 2,28 | H,0---HNH---OH 3,40
OH:--NH, + HNH:--OH, +
OH--NH, + HNH:--OCH, 403 | oH..on 5,36
Hobiore B1s
C(=0)OH C(=0)OH-OCH, + CH--0=C | 6,38 (5 —==¢ 36
HOH---OH 2,67
O®H:--OCH, + CH:--0=C 0,18 | HOH:-0®H.--0"H 3,81
O®@H...0PH..-OCH, + O®H...0PH...OH, +
CH---0=C 723 | HoH..0=C 8,70
C(=0)0™H, 0®H:--0=C + HOH---O"H 2,29
0] @H...0= OH...
O*“H O®H.--0=C + OWH---OCH, + O“'H O(Z)C+O H---OH, + 5.35
CH0=C 6,74 | HOH---O®H
O®H:--0=C + OWH---OH, + 8.44
HOH:--0=C ’
HZCO~~HO(1)~--HNH~~O(2)H 4,87 HO(D---HNH~-O(2)H~-OH2 6,23
O®H:-NH; + HNH---0®H + 434 HO®...HNH:--O®H + 322
OYH. NH HNH---OCH, ' HOH---NH, '
ooy OPH-~NH, + HNH--0PH + | _ o
OWH--NH, + 543 | -HNH:-OH, + HOH---OWH *
HNH---0®H:--OCH, ' OWH---NH, + 6.60
HNH~-~O(Z)H~--OH2 '
*Niska warto$¢ energii wynika z zerwania wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego W sorbencie.

Wyniki przeprowadzonych badan teoretycznych zebrano w tabeli 1. Jak wida¢ zawsze
najnizsze warto$ci energii uzyskujemy dla jednego (lub kilku) uktadu: sfunkcjonalizo-
wany adsorbent-woda. Zmieniaja si¢ one w granicach 2,29 — 8,70 kcal mol™*. Natomiast
dla formaldehydu energie stabilizacji obe;mujq przedziat 2,28 — 7,23 kcal mol ™ (wyjatek
stanowi adsorbent zawierajacy C(=0)0"“H, O®H, w ktérym energia stabilizacji wynosi
0,18 kcal mol™; utworzony kompleks, powstaly wwyniku zerwania silnego, we-
wnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego w sorbencie, cho¢ stanowi minimum
lokalne, z tatwoscia ulegnie przeksztatceniu do bardziej stabilnego uktadu). Zatem roz-
nice w energiach stabilizacji dla analizowanych adsorbatow nie sa znaczace; dla najbar-
dziej stabilnych kompleksow mieszcza sie w granicach od 0,7 do 1,8 kcal mol™. Swiad-
czy to o konkurencyjnosci adsorpcji wody o miejsca aktywne adsorbentu w stosunku do
formaldehydu. w konsekwencji obecno$¢ czgsteczek wody moze przyczynia¢ sie do
desorpcji zaadsorbowanych juz molekut formaldehydu. Zaréwno w przypadku adsorpcji
wody, jak i formaldehydu najsilniejsze zdolnosci sorpcyjne wykazuje grupa karboksy-
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lowa, najstabsze za§ — aminowa. Analizujac uktady, gdzie na powierzchni bezposrednio
sasiaduja dwie grupy funkcyjne (np. OH--OH), wida¢ kooperatywny charakter oddzia-
tywan wodorowych. Przejawia si¢ to wzrostem energii stabilizacji, zardwno dla formal-
dehydu, jak i wody w poréwnaniu do wynikéw dla adsorbentu z pojedyncza grupg funk-
cyjna. Takie same wnioski mozna wyciggna¢ analizujac dane dla pozostatych uktadow.

Whnioski: W wyniku przeprowadzonych obliczen kwantowochemicznych uzyskano
energie stabilizacji dla czasteczek formaldehydu iwody na funkcjonalizowanych po-
wierzchniach grafenowych. Rozwazajac jedynie migdzyczasteczkowe oddziatywania
adsorbent-adsorbat (poprzez wigzania wodorowe) zaobserwowano, ze obecnos¢ wody
moze utrudnia¢ eliminacj¢ zanieczyszczen W postaci czasteczek formaldehydu. Jednak,
poza rozwazang tu adsorpcja fizyczna, mozliwa jest rowniez chemisorpcja. Powoduje to
m.in. powstanie wigzan kowalencyjnych C-N miedzy sfunkcjonalizowanym adsorben-
tem a formaldehydem. Wstepne obliczenia wskazuja, iz z termodynamicznego punktu
widzenia adsorpcja ta jest preferowana, cho¢ moze by¢ nieco spowolniona efektami
kinetycznymi. Dodatkowo badania teoretyczne jednoznacznie potwierdzajg kooperatyw-
ny charakter wigzan wodorowych.
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ADSORPCJA LANTANU i CERU z ROZTWOROW WODNYCH
Z WYKORZYSTANIEM SORBENTOW HYBRYDOWYCH

J. GRAD, D. FILA, Z. HUBICKI, D. KOLODYNSKA, UMCS, Katedra Chemii Nie-
organicznej, Instytut Nauk Chemicznych, Wydzial Chemii, Pl. Marii Sktodowskiej-
Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: W ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat wzrosto zainteresowanie dotyczace
usuwania i odzysku jonéw lantanu i ceru ze wzgledu na ich duze znaczenie w réznych
gateziach przemystu. w niniejszej pracy zastosowano sorbent hybrydowy alginian-tlenek
tytanu(IV) o réznych stosunkach wagowych alginianu do tlenku tytanu pod katem usu-
wania i odzysku jonéw La(lll) i Ce(lll) z modelowych roztworéow wodnych. Otrzymane
wartosci pojemnos$ci sorpcyjnych poréwnano z czystym tlenkiem tytanu(1V).

Whprowadzenie: Wsrod pierwiastkow ziem rzadkich (REE) na szczegdlng uwage zastu-
guje lantan (La) i cer (Ce) ze wzgledu na ich wyjatkowe wlasciwosci fizykochemiczne
[1]. Lantan i cer wystepuja w mineratach ziem rzadkich, takich jak alanit, monacyt, ceryt
i bastnezyt [2]. Przyktadowo, gtéwnymi rudami lantanu sa monacyt i bastnezyt zawiera-
jace odpowiednio 25% i38% La [3]. Lantan stosowany jest w czystej postaci lub
W potaczeniu z innymi pierwiastkami do produkcji nadstopow, katalizatorow, baterii
i ceramiki [4]. Stanowi on az 50% obiektywow aparatow cyfrowych, w tym aparatow
telefonow komorkowych. z kolei cer znajduje zastosowanie w produkc;ji ptaskich telewi-
zoréw, energooszczednych zarowek i reflektorow. Powotujgc sie na potrzebe zachowa-
nia zasobow metali ziem rzadkich na potrzeby krajowe oraz obawy dotyczgce wpltywu
wydobycia na $rodowisko, Chiny ograniczyly podaz metali ziem rzadkich poprzez
wprowadzenie limitow, licencji i podatkdw. w zwiazku z tym, inne kraje zaczgly poszu-
kiwa¢ zt6z REE w wielu miejscach oraz promowaé¢ nowe dziatania majgce na celu
ochrong, recykling i znalezienie substytutow tych pierwiastkow [5]. Jednym z mozli-
wych sposobow zachowania ciaglosci W dostgpie do REE jest ich recykling ze zrodet
wtornych. Przyktadowo powszechnie uzywane akumulatory niklowo-wodorkowe sa
zbudowane ze stopéw na bazie lantanu iceru. Do usuwania i odzysku pierwiastkow
ziem rzadkich opracowano do tej pory kilka metod, takich jak separacja membranowa,
wymiana jonowa, strgcanie chemiczne, ekstrakcja rozpuszczalnikowa i adsorpcja. Spo-
$rod tych metod, adsorpcja zostata uznana za najbardziej wydajna, przyjazng dla srodo-
wiska i ekonomiczng metode. Dotychczas pod katem odzysku pierwiastkéw ziem rzad-
kich z roztworéw wodnych zbadano ro6zne sorbenty, w tym modyfikowane biosorbenty,
nanokompozyty, sorbenty hybrydowe, materiaty na bazie krzemionki, materialy magne-
tyczne, nieorganiczne i weglowe [1-4]. Jednym z interesujacych materiatow znajduja-
cych zastosowanie w produkcji materiatdw kompozytowych jest alginian sodu, ktory
moze by¢ stosowany jako matryca do unieruchomienia W niej réznych czasteczek.
W ponizszej pracy przeprowadzono synteze¢ i zbadano wlasciwosci sorpcyjne kompozytu
alginian-tlenek tytanu(IV) sieciowanego chlorkiem wapnia w kierunku odzysku jonow
La(l11) i Ce(Il) z roztworow wodnych.

Cze$¢ eksperymentalna: Alginian (ALG) modyfikowany tlenkiem tytanu (TiOy)
otrzymano przez dodatek sproszkowanego TiO, do 1% roztworu alginianu sodu podczas
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sieciowania jonowego. 1% roztworem chlorku wapnia. Do przygotowania kompozytow
zastosowano rézne stosunki wagowe alginianu sodu do TiO, rowne 5:1; 2:1; 1:1; 1:2
oraz 1:5. Tak przygotowane kompozyty poddano wstgpnym badaniom sorpcji jonow
La(ll) i Ce(lll) z roztworéw wodnych metoda statyczna. Dla najefektywniejszego sto-
sunku wagowego ALG:TiO, przeprowadzono badania wptywu czasu kontaktu faz
i stezenia poczatkowego roztworéw na proces sorpcji w/w jonow metali. Analogiczne
badania wykonano dla czystego TiO,. Stezenie jonow La(lll) i Ce(lll) po procesie sorp-
cji analizowano metoda optycznej spektrometrii emisyjnej z plazmg wzbudzong induk-
cyjnie (ICP-OES).

Wyniki: W pierwszym etapie badan zbadano wptyw stosunku alginianu do tlenku tyta-
nu(1V) w utworzonym kompozycie ALG-TiO, na jego wlasciwosci sorpcyjne wzgledem
jonow La(IlI) i Ce(lll). Badania przeprowadzono dla nastepujacych parametrow proce-
su: m= 0,05 g, V= 20 cm®, pH= 5, C,= 100 mg/dm?, t= 480 minut, T= 293 K. Wyniki
zaprezentowano na rysunku 1.

10°
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Rys.1. Poréwnanie wptywu stosunku wagowego ALG:TiO, na zdolnos$ci sorpcyjne kompozytu wobec jondw
La(l1) i Ce(III): a) wartosci qe | %S oraz b) wartosci Kq; ApH.

Najlepsze wiasciwosci sorpcyjne wzgledem jondéw La(IIl) i Ce(l11) uzyskano dla stosun-
ku ALG:TiO, rownego 5:1 oraz 2:1 biorgc pod uwage otrzymane wartosSci (e
i %S (rys.1a). Analiza warto$ci wspotczynnika podziatu (Ky) wykazata znaczacy spadek
jego wartosci przy wzroscie ilosci dodawanego TiO, do kompozytu. Otrzymane warto$¢
Ky wskazywaly dodatkowo na wyzsze powinowactwo utworzonych kompozytéw
0 réznych stosunkach wagowych do jonow La(Ill) niz do jondéw Ce(Ill). Co wigcej,
wzrost ilosci TiO, W syntezie kompozytu powodowal spadek wartosci pH podczas pro-
cesu sorpcji jonow metali. Podsumowujac otrzymane wyniki do dalszych badan zsynte-
tyzowano kompozyt o stosunku wagowym ALG:TiO, rownym 5:1. Proces sorpcji jondw
metali na kompozycie ALG-TiO, oraz czystym TiO, byt w duzym stopniu zalezny od
czasu jego prowadzenia. Badania wplywu czasu kontaktu faz przeprowadzono dla naste-
pujacych parametréw procesu: m= 0,05 g, V=20 cm?, pH= 5, Co= 25-200 mg/dm?, t= 1-
1440 minut, T= 293 K. Wyniki zaprezentowano na rysunku 2.
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Rys.2. Poréwnanie wptywu czasu kontaktu faz na ilo$¢ zaadsorbowanych jonow La(III) i Ce(l1l) na a) ALG-
TiO, oraz b) TiO.,.

Stwierdzono, ze im wyzsze stezenie poczatkowe roztworu tym dluzej ustala si¢ rowno-
waga procesu a warto$¢ %S spada. Dla kompozytu ALG-TiO, stan roéwnowagi dla roz-
tworéw o nizszych stezeniach (25-50 mg/dm?®) ustalat si¢ po 120 minutach za$ dla wyz-
szych stezen (100-200 mg/dm?®) nawet do 1440 minut.

W przypadku czystego TiO, dla stezen z zakresu 25-200 mg/dm® stan rownowagi zostat
osiagniety po okoto 60-120 minutach. Kolejnym parametrem mogacym mie¢ wplyw na
wydajno$¢ procesu sorpeji jonow La(IIl) i Ce(l1l) na ALG-TiO, oraz TiO, bylo stezenie
poczatkowe roztworu wyjsciowego. Badania sorpcyjne przeprowadzono dla nastepuja-
cych parametréw procesu: m= 0,05 g, V=20 cm®, pH= 5, Co= 25-500 mg/dm®, t= 1440

minut, T= 293 K. Wyniki zaprezentowano na rysunku 3.
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Rys.3. Zalezno$¢ qe 0d C. dla sorpcji jonow La(Ill) i Ce(I11) na a) ALG-TiO; oraz b) TiO,.

Zaleznos¢ otrzymanej pojemnosci rownowagowej (qe) od stezenia rownowagowego (Ce)
przedstawiona na rysunku 3 pozwolita na stwierdzenie, ze im wyzsze st¢zenie roztworu
tym wyzsza otrzymana pojemno$¢ rownowagowa. Poréwnujac zdolno$ci sorpcyjne
kompozytu ALG-TiO; i czystego TiO, otrzymane wartosci pojemnosci rownowagowej
byly réwne odpowiednio 108,75 mg/g i 102,12 mg/g dla sorpcji jonow La(IIl) i Ce(lll)
na ALG-TiO, oraz 31,02 mg/g i 24,70 mg/g dla sorpcji jonow La(IIT) i Ce(lll) na czy-
stym TiO,. Dodatkowo zaobserwowano, ze wydajno$¢ procesu sorpcji malata wraz ze
wzrostem stezenia roztworu jondw La(IIl) i Ce(III). Szybszy spadek wydajnosci procesu
zaobserwowano dla czystego TiO,.
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Whioski: Z przeprowadzonych wstepnych badan procesu sorpcji jondéw La(IIl)
i Ce(Ill) na kompozycie ALG-TiO, oraz czystym TiO, wynika, ze lepszymi wlasciwo-
$ciami sorpcyjnymi charakteryzowat si¢ kompozyt alginian wapnia-tlenek tytanu(lV).
Warto$ci pojemnosci rownowagowej dla kompozytu ALG-TiO, byly okoto czterokrot-
nie wyzsze W porownaniu do czystego TiO,. Zarowno kompozyt ALG-TiO, jak i czysty
TiO, wykazywaly wyzsze powinowactwo W stosunku do jonéw La(Ill) niz do jonow
Ce(l11). Podsumowujac, zsyntetyzowany sorbent hybrydowy jest dobra alternatywa dla
drogich komercyjnych adsorbentéw i moze by¢ z powodzeniem stosowany do odzysku
jonow La(III) i Ce(1ll) z r6znych roztworoéw wodnych.

Badania zostaly sfinansowane ze §rodkéw Narodowego Centrum Nauki zgodnie
z decyzjg nr 2019/35/N/ST8/01390.
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IDHA — ZIELONA ALTERNATYWA w PROCESIE ADSORPCJI
PIERWIASTKOW ZIEM RZADKICH

K. BURDZY, D. KOLODYNSKA, UMCS, Katedra Chemii Nieorganicznej, Instytut
Nauk Chemicznych, Wydziat Chemii, Pl. Marii Sklodowskiej-Curie 2,
20-031 Lublin.

Abstrakt: Celem niniejszej pracy bylo zbadanie procesu adsorpcji jonéw La(Ill) na
réznego typu jonitach W obecnosci biodegradowalnego czynnika kompleksujacego
IDHA (kwas iminodibursztynowy). Kluczowym aspektem badan byto okre$lenie opty-
malnych parametréw procesu (stosunek molowy metal:ligand, pH roztworu, czas kon-
taktu faz, stezenie poczatkowe). Wyznaczone zostaty takze podstawowe parametry Kine-
tyczne oraz rownowagowe procesu adsorpcji.

Wprowadzenie: Czynniki kompleksujace z grupy kwaséw aminopolikarboksylo-wych,
takie jak EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy) i DTPA (kwas dietyleno-
triaminopentaoctowy), sa stosowane na duzg skale w réznych gateziach przemyshu (pa-
pierniczym, wiokienniczym, metalurgicznym, spozywczym, kosmetycznym, farmaceu-
tycznym, rolniczym) [1]. Zwiazki te wykorzystywane sa takze w procesach odzysku
metali, ze wzgledu na zdolno$¢ tworzenia bardzo stabilnych komplekséw. Jednak bada-
nia wykazatly, ze ich biodegradowalnos¢ jest na bardzo niskim poziomie, przez co nie sa
na ogo6t usuwane podczas oczyszczania $ciekow i moga tworzy¢ toksyczne chelaty meta-
li, zanieczyszczajace wody gruntowe [2]. IDHA (kwas iminodibursztynowy) to zwiazek
0 korzystniejszym profilu ekologicznym, nietoksyczny i biodegradowalny, ktory moze
stanowi¢ alternatywe dla obecnie stosowanych ligandéw o stabej biodegradowalnos$ci
[3]. W przedstawionej pracy zbadano mozliwosé¢ zastosowania IDHA w procesie adsorp-
cji jonow La(lll), jako przedstawiciela pierwiastkow ziem rzadkich.

Cze$¢ eksperymentalna: Badania procesu adsorpcji jonéw La(Ill) przeprowadzono
metoda statyczng. Do badan, jako adsorbenty, wybrano jonit chelatujacy Purolite S957,
kationit Lewatit Monoplus SP112, silnie zasadowy anionit Amberjet 4600 oraz anionit
stabo zasadowy Amberlite IRA 67. Roztwory jonow La(lll) sporzadzono
z La(NO3)s6H,0. Jako czynnik kompleksujacy zastosowano IDHA (s6l tetrasodowa
kwasu iminodibursztynowego). Przeanalizowano wplyw stosunku molowego me-
tal:ligand (1:1, 1:2, 1:4), pH roztworu (2-12), czasu kontaktu faz (1-240 min) oraz stgze-
nia poczatkowego roztworéw (0.5x10°-1.0x102 M). Obliczono pojemnosci sorpcyjne
0w 9e [M@/g] oraz procent sorpcji %S na podstawie nastepujgcych wzorow:

\%
qI:(CO -CI )>< a

\Y
qe:(CO -Ce )X a

C,-C
%5:("(:7‘&100

t
gdzie: Cy to stezenie poczatkowe jonow La(IIT) [mg/dm?], C; to stezenie jonow La(III)
w roztworze po czasie t [mg/ dm?], C. to stezenie rownowagowe jonéw La(IIl) [mg/
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dm?], V to objeto$é¢ roztworu [dm®], m to masa adsorbentu [g]. Wyznaczono parametry
kinetyczne w oparciu o0 modele:
a) pseudo-pierwszego rzedu (PFO):
0= (1-exp(-k;t)
b) pseudo-drugiego rzedu (PSO):
k0et
%=1k q.t
2He
oraz parametry rownowagowe z zastosowaniem modeli:
a) Langmuira:
— qOKLCe
©1+K,C,
b) Freundlicha:
qe:KFCel/n
c) Temkina:
0,=BInA+BInC,
gdzie: g to ilo§¢ zaadsorbowanego metalu W stanie rownowagi [mg/g] g, to ilos¢ zaad-
sorbowanego metalu po czasie t [mg/g], k; to stata szybkosci reakcji dla rownania pseu-
do-pierwszego rzedu [1/min], k; to stata szybkosci reakcji dla rownania pseudo-drugiego
rzedu [g/mg min], g to ilo$¢ zaadsorbowanego metalu odpowiadajaca zapetnieniu mo-
nowarstwy [mg/g], K. to stata Langmuira [dm®mg], Ke [mg/g] oraz n to state Freundli-
cha, a to stata Temkina zwiazana z maksymalng energig wiazania [dm®/g], B to parametr
zwigzany Z cieptem adsorpcji [J/mol] i moze by¢ wyrazony jako B=RT/br gdzie R to
stata gazowa (8,314 J/mol K), T to temperatura bezwzgledna [K], a by to stata izotermy
Temkina. Stezenie jonow La(Ill) po procesie sorpcji oznaczano stosujac metode optycz-
nej spektrometrii emisyjnej z plazma wzbudzong indukcyjnie (ICP-OES 720-ES, Varian,
USA).

Wyniki: Wyniki wptywu stosunku molowego metal:ligand na proces sorpcji jondéw
La(IlT) przedstawiono na rys.la. Dla jonitu chelatujacego S957 nie zaobserwowano
wplywu badanego parametru na proces (do dalszych badan wybrano stosunek 1:1),
w przypadku Kationitu SP112 najwyzszg zdolno$¢ sorpcyjng uzyskano dla stosunku 1:1,
podczas gdy dla anionitdéw 4600 i IRA 67 optymalna warto$¢ to 1:2. rys.1b przedstawia
zalezno$¢ uzyskanych pojemnosci sorpeyjnych jonitow wzgledem jonow La(IIl) od pH
roztworow. Wyniki wskazuja, ze proces sorpcji komplekséw La(IIl)-IDHA jest silnie
zalezny od wartosci pH roztworu, jednak wplyw ten jest rozny dla badanych jonitow.
Proces sorpcji na jonicie S957 zachodzi z wysoka wydajnoscig w szerokim zakresie pH
od 2 do 10, dla jonitéw SP112 oraz IRA 67 optymalng warto$cia byto 4, a dla 4600 pH
rowne 10.
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Rys. 1. a) Wplyw stosunku molowego metal:ligand oraz b) pH poczatkowego roztworu na proces sorpcji
jonow La(III) na jonitach S957, SP112, 4600, IRA 67 w obecnosci czynnika kompleksujacego IDHA.

Wplyw czasu kontaktu faz na proces sorpcji komplekséw La(Ill) dla roznych stezen
poczatkowych przedstawiono na przyktadzie jonitow S957 14600 na rys.2. Wraz ze
wzrostem czasu kontaktu faz oraz st¢zenia poczatkowego roztworu wzrasta liczba zaad-
sorbowanych kompleksow La(II). Proces przebiega szybko, rownowaga w przypadku
jonitow S957, SP112 i 4600 zostaje osiagnieta juz w czasie 30 min. Anionit IRA 67 do
osiggniecia rownowagi wymaga 120 min.
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Rys. 2. Wplyw czasu kontaktu faz oraz stgzenia poczatkowego na proces sorpcji jonow La(IlI) na jonitach
S957 i 4600 w obecnosci czynnika kompleksujacego IDHA.

Na podstawie uzyskanych wynikow wyznaczono parametry kinetyczne, stosujagc w tym
celu modele pseudo-pierwszego (PFO) i pseudo-drugiego rzedu (PSO) (tabela 1).

Tabela 1. Parametry kinetyczne procesu adsorpcji kompleksow La(lll) z IDHA na jonitach S957, SP112,

4600, IRA 67 (C,= 1,0x10° M).

PFO PSO
Adsorbent e, oxp Ofe.cal ki R? Qe.cal ko R?
[mg/g] | [mg/g] | [1/min] [mg/g] | [g/mg min]
S957 13,11 13,06 0,504 0,973 13,67 0,067 0,932
SP112 14,28 14,24 0,422 0,960 14,89 0,052 0,934
4600 13,93 13,40 0,275 0,939 14,15 0,032 0,996
IRA 67 12,81 10,62 0,142 0,830 11,89 0,015 0,920

Poréwnujac otrzymane wspotczynniki korelacji R? atakze dane eksperymentalne
Z danymi wyliczonymi dla obu modeli, mozna stwierdzi¢, ze w przypadku procesu ad-
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sorpcji z zastosowaniem jonitu chelatujacego S957 oraz kationitu SP112 modelem najle-
piej opisujagcym proces jest model pseudo-pierwszego rzedu (PFO). Proces adsorpcji
komplekséw La(Ill)-IDHA przy uzyciu anionitow 4600 i IRA 67 przebiegal zgodnie
z modelem pseudo-drugiego rzedu (PSO). Do opisu réwnowagi sorpcyjnej zastosowa-
no nieliniowe formy trzech modeli izoterm adsorpcji: Langmuira, Freundlicha
i Temkina. Wyznaczone parametry rownowagowe przedstawiono w tabeli 2. Uzyskane
wartosci wspotczynnikow korelacji R? sugeruja, ze model Langmuira najlepiej dopaso-
wuje sie do danych eksperymentalnych uzyskanych dla procesu adsorpcji z jonitami
S957 oraz 4600, co $wiadczy o adsorpcji jednowarstwowej, podczas ktdrej nie wystepu-
ja interakcje adsorbent-adsorbat. w przypadku kationitu SP112 modelem najlepiej opisu-
jacym badany proces okazal si¢ model Temkina, ktory zaktada, ze ciepto adsorpcji
wszystkich czastek w kazdej warstwie maleje liniowo wraz z pokryciem na skutek od-
dzialywan migdzy adsorbentem, a adsorbatem. Proces adsorpcji komplekséw La(IIl)-
IDHA na anionicie IRA 67 zostal najlepiej opisany przez model Freundlicha, co sugeru-
je adsorpcje na powierzchni heterogenicznej.

Tabela 2. Parametry rownowagowe procesu adsorpcji kompleksow La(IIl) z IDHA na jonitach S957, SP112,
4600, IRA 67 w temperaturze 293 K.

Model Langmuira Model Freundlicha Model Temkina
Adsorbent | g o, 0o K. R? Ke n R? B A R?
[mg/g] | [mg/g] | [L/mg] [mg/g] [L/g] | [I/mol]

S957 142,29 | 142,34 | 0,770 | 0,993 | 64,47 | 541 | 0,837 | 1598 | 77,98 | 0,879
SP112 94,77 | 87,66 | 0,678 | 0,888 | 4095 | 6,03 | 0,967 | 8,10 |393,21| 0,976
4600 66,70 | 65,88 | 0,104 | 0,958 | 17,32 | 4,38 | 0,898 | 10,32 | 1,84 | 0,947
IRA 67 75,20 | 101,78 | 0,005 | 0,984 | 3,13 1,94 | 0,998 | 14,47 | 0,17 | 0,896

Analiza uzyskanych maksymalnych pojemnosci sorpcyjnych pozwolita na okreslenie
szeregu powinowactwa badanych jonitow wzgledem kompleksow La(lll) z IDHA, ktory
przedstawia si¢ nastepujaco: S957 > SP112 > IRA 67 > 4600.

Whioski: Przeprowadzone badania pozwolity stwierdzi¢, ze IDHA posiada bardzo do-
bre wtasciwosci kompleksujace W stosunku do jonoéw La(Ill), dlatego tez moze by¢
z powodzeniem stosowany w procesie adsorpcji tego metalu, jako alternatywa dla
zwigzkow o stabej biodegradowalnosci. Wykazano, ze badane procesy przebiegaly
szybko, co jest istotne w procesach przemystowych. Ponadto najlepszym adsorbentem
okazat si¢ jonit chelatujacy S957, dla ktorego osiggnigto pojemnos¢ sorpcyjng rowng
142,29 mg/g.

Badania zostaly sfinansowane ze S$rodkéw NCBiR zgodnie z decyzja
nr POIR.04.01.01-00-0040/17-00.

Literatura:

1. I.S.S. Pinto, I.F.F. Neto, H.M.V.M. Soares, Environmental Science and Pollution Research, 21 (2014)
11893.

2. E.V. Freitas, C. Nascimento, Journal of Soils and Sediments, 17 (2016) 1272.

3. Z. Cokesa, S. Lakner, H.J. Knackmuss, P-G. Rieger, Biodegradation, 15 (2004) 229.

265



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

ANALIZA WPLYWU LIGNINY na ROZKLAD TERMICZNY
NIENASYCONEJ ZYWICY POLIESTROWEJ

A. DOWBYSZ, M. SAMSONOWICZ', B. KUKFISZ? *Politechnika Biatostocka,
Wydziat Budownictwa i Nauk o Srodowisku, Katedra Chemii, Biologii i Biotechnologii,
ul. Wiejska 45E, 15-351 Biatystok, “Szkota Gléwna Stuzby Pozarniczej, Wydziat Inzy-
nierii Bezpieczenstwa i Ochrony Ludno$ci. Katedra Podstaw Spalania, Wybuchu
i Gaszenia, ul. Stowackiego 52/54, 01-629 Warszawa.

Abstrakt: Lignina, jako jeden z biopolimerow, moze stanowi¢ dodatek do tworzyw
przyczyniajac si¢ do wytwarzania kompozytéw mniej ucigzliwych dla srodowiska. Ba-
dania wplywu ligniny na gesto$¢ zywicy wskazuja na mozliwo$¢ uzyskania tworzyw
0 nizszej masie. Z analizy termograwimetrycznej wynika, ze gtéwny etap rozktadu zywi-
cy zawierajacej ligning nastgpuje W wyzszej temperaturze W pordwnaniu do zywicy
niemodyfikowanej, a masa zweglonej pozostatosci jest znaczaco zwiekszona, co warun-
kuje jej potencjalne zastosowanie jako bio-srodek uniepalniajacy.

Whprowadzenie: Wymagania stawiane przez zasady zielonej chemii i zrownowazonego
rozwoju przyczynity si¢ do wzrostu zainteresowania biomasa, a W szczegdlnosci bioma-
sa lignocelulozowa. Jednym z jej sktadnikéw jest lignina bgdaca gtéwnym biopolimerem
zawierajacym ugrupowania aromatyczne. Dzigki unikalnej strukturze moze zostaé wy-
korzystywana jako napetniacz, zbrojenie, kompatybilizator czy stabilizator. Od niedaw-
na lignina i jej pochodne stanowig przedmiot badan nad bio-$rodkami uniepalniajacymi,
Z uwagi na wytwarzanie podczas rozktadu duzej ilosci zweglonej pozostatosci [1]. Moga
zosta¢ wykorzystane do wytwarzania kompozytdw bardziej przyjaznych dla srodowiska.
Badania wskazuja na mozliwo$¢ ich wykorzystania w takich tworzywach jak po-
li(bursztynian butylenu), poli(tereftalan etylenu), polipropylenu, poli(kwasu mlekowe-
g0), jak rowniez zywicach epoksydowych [2, 3]. Nienasycone zywice poliestrowe po-
siadajg szereg zalet warunkujacych ich powszechne zastosowanie w wielu dziedzinach
przemysly, m.in. W okrgtownictwie, kolejnictwie czy budownictwie. Wysokie wymaga-
nia dotyczace palnosci i dymotworczosci moga by¢ spelione tylko przy stosowaniu
srodkow uniepalniajacych, sposrod ktorych wiele negatywnie oddziatuje na srodowisko
[4]. Badania wptywu ligniny na rozklad termiczny nienasyconej zywicy poliestrowej
umozliwig weryfikacje potencjalnego zastosowania ligniny jako bio-srodka uniepalnia-
jacego do tego rodzaju tworzyw.

Cze$¢ eksperymentalna: Do badan wykorzystano nienasycong zywicg poliestrowa
POLIMAL 1094 AWTP-1 (,,Organika-Sarzyna” S.A.), utwardzong nadtlenkiem metylo-
etyloketonu o nazwie handlowej CUROX-M302 (United Initiators). Do modyfikacji
zywicy wykorzystano ligning zasadowag (Pol-Aura) oraz polifosforan amonu (APP)
0 nazwie handlowej Exolit AP 422 (Clariant). Do zZywicy wprowadzono ligning zasado-
wa oraz APP w ilo$ciach 5, 10 i 15% wag., a po wymieszaniu dodano 2% wag. utwar-
dzacza w odniesieniu do masy zywicy iponownie wymieszano. Probki utwardzano
w temperaturze 20°C przez 24 h, anastgpnie sezonowano W tych samych warunkach
przez 24 h. Sktad oraz oznaczenia probek do badan przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Skiad i oznaczenia probek.

Nr Sklad prébki Oznaczenie
1 Zywica niemodyfikowana 0

2 Zywica + 5% wag. ligniny zasadowej L5

3 Zywica + 10% wag. ligniny zasadowej L10

4 Zywica + 15% wag. ligniny zasadowej L15

5 Zywica + 5% wag. APP A5

6 Zywica + 10% wag. APP Al0

7 Zywica + 15% wag. APP Al5

8 Zywica + 7,5% wag. ligniny zasadowej + 7,5% wag. APP LA15

Oznaczenie ggstosci probek metodg hydrostatyczna przeprowadzono z uzyciem wagi
OHAUS AX224M oraz kompatybilnego zestawu do oznaczania gestosci. Masa probek
wynosita 2+0,5 g. Do analizy termograwimetrycznej wykorzystano symultaniczny analiza-
tor termiczny STA 6000 firmy PerkinElmer. Probki o masie 10+1 mg umieszczone byty
w otwartych ceramicznych tyglach pomiarowych. Pomiary przeprowadzono w zakresie
temperatur 20-800°C, z szybkoscia ogrzewania 20°C/min w atmosferze azotu.

Wyniki: W tabeli 2 przedstawiono wyniki pomiaréw gestosci oraz warto$ci wybranych
parametrow analizy termograwimetrycznej: Ts 0raz Tma, definiowanych odpowiednio
jako temperatura, w jakiej nastepuje 5% ubytku masy probki oraz temperatura (w danym
etapie rozktadu), przy ktorej ubytek masy nastepuje z najwicksza szybkos$cia [5].

Tabela 2. Warto$ci gestosci oraz wybranych parametrow analizy termograwimetryczne;.

Prébka Gestos;é TG DTG Pozostalosé

[g/dm’] Ts [°C] T [°C] Trmael°Cl | WT750°C [%]
0 1,2094 280,71 373,22 - 1,89
L5 1,1973 250,84 393,56 - 8,25
L10 1,1558 267,66 396,89 - 11,15
L15 1,1403 266,13 394,67 - 13,76
A5 1,2306 282,15 340,48 410,27 7,39
A10 1,2493 294,07 336,27 402,89 9,65
A15 1,2679 290,72 338,02 406,24 11,81
LAL5S 1,2104 275,63 340,90 407,18 10,97

Gesto$¢ zywic modyfikowanych ligning jest nizsza niz gesto$¢ niemodyfikowanej zywi-
Cy izmniejsza si¢ ze wzrostem zawartoSci dodatku, co pozwala uzyskaé tworzywa
0 mniejszej masie. Zywice modyfikowane APP charakteryzuja si¢ zwickszaniem ggsto-
$ci w miarg zwickszania iloéci modyfikatora. Ggstos¢ zywicy modyfikowanej mieszani-
ng ligniny i APP nieznacznie r6zni si¢ od gestosci zywicy niemodyfikowanej. Wyniki
analizy termograwimetrycznej zywic przedstawiono na rysunkach 1, 2 i 3.
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Rys. 1. Krzywe TG i DTG zywic modyfikowanych dodatkiem ligniny.

Rozktad termiczny zywicy niemodyfikowanej zachodzi jednoetapowo w zakresie tempe-
ratur od 200 do 450°C. Dodatek ligniny powoduje przyspieszenie rozktadu w poczatko-
wym etapie, o czym $wiadcza wyznaczone warto$ci Ts (tabela 2). Jednak maksymalny
ubytek masy dla zywic modyfikowanych nastgpuje W wyzszej temperaturze, przy czym
zachodzi on najp6zniej dla zywicy modyfikowanej 15%-owym dodatkiem ligniny. War-
to zwroci¢ uwage na ilos¢ zweglonej pozostatosci, ktora jest zdecydowanie wyzsza dla
zywic modyfikowanych. Przy 15%-owym dodatku ligniny wzrasta ona o 11,87%
w stosunku do zywicy niemodyfikowane;.
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Rys. 2. Krzywe TG i DTG zywic modyfikowanych dodatkiem APP.

Rozktad termiczny zywic modyfikowanych APP jest dwuetapowy, izachodzi
w przedziatach 200-350°C i 350-480°C. w pierwszym etapie rozktadu ubytek masy
nastgpuje szybciej dla zywicy modyfikowanej APP, w poréwnaniu z zywica niemodyfi-
kowana. Jest to zwigzane z rozkladem APP. Pierwszy etap przypisywany jest wydziela-
niu wody oraz amoniaku w postaci gazowej, co przyczynia si¢ do powstawania kwasu
polifosforowego. w drugim etapie nastgpuje fragmentacja jego tancuchow oraz odwod-
nienie [6]. Wzrost ilosci dodatku powoduje spowolnienie rozktadu zywicy, a takze
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zwigkszenie masy zweglonej pozostatosci, przy czym przy 15%-owym dodatku APP
wzrost ten jest najwigkszy.
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Rys. 3. Krzywe TG i DTG zywic modyfikowanych 15%-owym dodatkiem ligniny, APP i mieszaniny ligniny

i APP.

Rozktad zywicy modyfikowanej mieszaning ligniny i APP rowniez jest dwuetapowy.
Zarbéwno przebieg rozktadu, jak iwarto$¢ temperatury przy maksymalnej szybkosci
rozktadu sg zblizone do zywicy modyfikowanej z 15%-owym dodatkiem APP. Zywica
modyfikowana mieszaning ligniny i APP wykazuje najmniejsza zdolno$¢ wytwarzania
zweglonej pozostatosci.

Whioski: Wytwarzanie mniej ucigzliwych dla $rodowiska kompozytow jest istotne
z punktu widzenia zasad zielonej chemii i zrownowazonego rozwoju. Lignina, jako
jeden z powszechnie wystepujacych biopolimeréow, moze stanowi¢ dodatek do tego
rodzaju tworzyw. Modyfikacja zywicy ligning wptywa na obnizenie gestosci zywicy, co
moze przeklada¢ si¢ na otrzymywanie kompozytdw o nizszej masie. Pomimo przyspie-
szania rozkladu zywicy W poczatkowym okresie, gléwny etap rozkladu nastepuje
W wyzszych temperaturach. Zywice modyfikowane ligning wykazaty rowniez duzg
zdolnoé¢ zweglania, co warunkuje ich potencjalne zastosowanie W powtokach pecznie-
jacych jako zrodto wegla. Mieszanina ligniny i APP nie wykazata znaczacej poprawy
w termostabilnosci zywicy, a ilo§¢ zweglonej pozostatosci byta nizsza niz dla obu do-
datkow stosowanych osobno.

Badania zostaly zrealizowane w ramach pracy badawczej WI/WB-118/8/2022 Kate-
dry Chemii, Biologii i Biotechnologii Politechniki Bialostockiej i sfinansowane
z subwencji 2022 przekazanej przez Ministra Edukacji i Nauki.
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SYNTEZA i BADANIA KOMPOZYTOW OPARTYCH
na MATAKRYLANACH z DODATKIEM TLENKU CYNKU

K. MEYNARCZYK, B. PODKOSCIELNA, UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Chemii
Polimeréw, ul. Gliniana 33, 20-614 Lublin.

Abstrakt: Gtéwnym celem niniejszej pracy jest synteza kompozytow, o potencjalnych
wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. W pierwszym etapie badan przeprowadzo-
no polimeryzacic UV kompozytow opartych na dimetakrylanie bisfenolu
a i metakrylanie 2-hydroksyetylu z dodatkiem tlenku cynku, jako wypetniacza przeciw-
drobnoustrojowego. Nastepnie wykonano analize¢ ATR-FT/IR otrzymanych kompozy-
tow. Przeprowadzono takze badania DSC w celu oceny efektéw termodynamicznych
zachodzacych w probee podczas ogrzewania.

Wprowadzenie: Antybiotyki sa coraz powszechniej stosowane jako sposob leczenia
wielu chordb. Spowodowalo to, iz znaczna liczba szczepoéw bakterii i grzyboéw stata
si¢ odporna na zwigzki chemiczne stanowigce glowne substancje aktywne
w antybiotykach. Naukowcy obecnie skupiaja si¢ na poszukiwaniu rozwigzan, ktére
ogranicza stosowanie antybiotykow. W tym tez celu wykorzystuja substancje, ktore
same W sobie posiadaja wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Dodatkowo waznym
zagadnieniem jest problem przenoszenia drobnoustrojow przez cztowieka. Dlatego tez
odpowiednia dezynfekcja szczegdlnie W miejscach uzytecznosci publicznej, szkotach
czy szpitalach jest nieodzowna. Odpowiedzig na wspomniane problemy moze by¢
synteza materialdéw polimerowych o potencjalnych witasciwosciach przeciwdrobnou-
strojowych w bezposrednim otoczeniu czlowieka. Mogg one stanowi¢ pokrycie
przedmiotow codziennego uzytku, takich jak klamki, blaty, por¢cze, czy pojemniki na
ptyny dezynfekujace, ktore to zostaly wykonane z tworzyw sztucznych. W konse-
kwencji moze to zapobiega¢ nadmiernemu rozprzestrzenianiu si¢ drobnoustrojow,
atakze zaoszczedzi¢ czas zwigzany z systematyczna dezynfekcja tego rodzaju po-
wierzchni. Przyktadem takiej substancji jest tlenek cynku. Posiada on potwierdzone
wlasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze. Dzigki posiadanym wlasciwo-
$ciom fizykochemicznym jest stosowany W wielu gateziach przemystu i nauki.
W przemy$le farmaceutycznym moze by¢ wykorzystywany jako sktadnik masci, zasy-
pek, czy tez past do zebéw. W potaczeniu z eugenolem stosowany jest w stomatologii
jako wypehienia stomatologiczne [1, 2]. Mechanizm dziatania tlenku cynku nie jest
do konca poznany. Najczesciej przyjmuje si¢, ze polega on na tworzeniu reaktywnych
form tlenu w sposob fotokatalityczny. Nanoczasteczki ZnO moga hamowaé wzrost
bakterii poprzez penetracj¢ i dezorganizowanie ich btony komorkowej [3].

Cze$¢ eksperymentalna: Przeprowadzono syntezg kompozytéw opartych na dimetakry-
lanie bisfenolu a (BPA.DM) wroli gléwnego monomeru, oraz metakrylanie
2-hydroksyetylu (HEMA), jako rozcienczalnika aktywnego. W charakterze modyfikato-
ra nieorganicznego, ktéry posiada wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, zastosowano
tlenek cynku (ZnO). Zastosowano inicjator UV w postaci 2,2-dimetoksy-2-
fenyloacetofenonu (1Q). Monomery zastosowano w stosunku wagowym 7:3. Tlo$ci uzy-
tych sktadnikow przedstawiono w tabeli nr 1.
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Tabela 1. Ilosci sktadnikow uzytych do syntezy kompozytow.

Kompozyt BPA.DM HEMA ZnO 1Q
BPA.DM+HEMA 8.49 3.69 - 0.12g
BPA.DM+HEMA+1%ZnO 8.4g 3.69 0.12g 0.249
BPA.DM+HEMA+5%Zn0O 8.4g 3.69 0.6g 0.249
BPA.DM+HEMA+10%Zn0O 8.4g 3.69 1.29 0.369

Odpowiednie ilosci sktadnikow zmieszano ze soba w szklanych zlewkach o pojemnosci
50 ml, ogrzano w celu odpowietrzenia mieszaniny i przeniesiono do form szklanych o
wymiarach 10x10 cm z przektadka teflonowa. Nastepnie formy z ciektymi kompozy-
cjami przeniesiono do komory polimeryzacyjnej z lampa UV o mocy 160 ww celu
przeprowadzenia reakcji fotopolimeryzacji.

Wyniki: Z wykorzystaniem techniki ostabionego odbicia (ATR) zarejestrowano widma
FT/IR kompozytow (Bruker Tensor 27 FTIR — Niemcy). Widma uzyskano w zakresie
600-4000 cm™, przy rozdzielczosci spektralnej 4 cm™. Na kazdym z przedstawionych
ponizej widm mozna zaobserwowaé sygnat przy dlugosci fali 3450 cm™, pochodzacy od
drgan rozciggajacych grupy -OH. Przy dhugosci fali 2946 cm™ zaobserwowano sygnat,
ktory pochodzi od drgan rozciagajacych grupy -CH. Pasmo przy dtugosci fali 1758 cm™
jest sygnatem pochodzacym od drgan grupy karbonylowej C=0. Drgania zginajace gru-
py -CH zaobserwowano przy 1459 cm™. Zauwazono, ze wraz ze zwigkszajaca sie iloscia
tlenku cynku w kompozytach nieznacznie obniza si¢ intensywno$¢ poszczegdlnych
pasm na widmach.
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Rys. 1. Widma ATR-FT/IR otrzymanych kompozytow.

Z wykorzystaniem techniki réznicowej kalorymetrii skaningowej dokonano pomiarow
kalorymetrycznych (Netzch DSC 204 — Selb, Niemcy). Przed wykonaniem pomiaru
utarte probki ogrzewano przez dwie godziny w temperaturze 70°C w celu usuniecia
z nich wilgoci. Skany wykonywano w zakresie temperatur -40-150°C z przyrostem tem-
peratury 10°C/min w atmosferze azotu (30 cm®min). Jako probke odniesienia zastoso-
wano pusty tygiel aluminiowy. Dla wszystkich kompozytow obserwowane sg endoter-
sygnaty w zakresie temperatur 90-110°C, pochodzace najprawdopodobniej od
odparowania nieprzereagowanego metakrylanu 2-hydroksyetylu oraz pozostatosci zaad-
sorbowanej wody.
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Rys. 2. Widma DSC otrzymanych kompozytow.

Whioski: Uzyskano kompozyty zawierajace dimetakrylan bisfenolu a i metakrylan 2-
hydroksyetylu jako gléwne monomery, jak rowniez tlenek cynku w roli wypetniacza
nieorganicznego, posiadajacego wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe z wykorzystaniem
techniki ATR-FT/IR potwierdzono struktur¢ uzyskanych zwigzkéw. Analiza DSC po-
zwolila na zarejestrowanie przemian fazowych zachodzacych w kompozycie wraz z jego
ogrzewaniem.

Literatura:

1. D. P. Gamliel, S. Du, G. M. Bollas i J. A. Valla, Bioresource Technology 119 (2015) 187.

2. S. Anandan, A. Vinu, N. Venkatachalam, B. Arabindoo i V. Murugesan, Journal of Molecular Catalysis A:
Chemical 3 (2006) 312.

3. X. L. Guo, H. Tabata i T. Kawai, Journal of Crystal Growth 2 (2002) 544.

273



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

BADANIA TERMICZNE NOWYCH POLIWEGLANOW

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

Abstrakt: Monografia dotyczy syntezy i szczegotowej charakterystyki termicznej no-
wych poliweglanéw. w pierwszym etapie zsyntetyzowano monomer (diol H) na bazie
difenylometanu, a nastepnie w wyniku transestryfikacji i polikondensacji z DPC (wegla-
nem difenylu) otrzymano nowe poliweglany. Wybrano cztery katalizatory organiczne
w celu przeprowadzenia reakcji polikondensacji. Strukture poliweglanow potwierdzono
metodami spektroskopowymi: ATR-FTIR i NMR. w drugim etapie przeprowadzono
badania w szerokim zakresie temperatur z wykorzystaniem analiz DSC (r6znicowej
kalorymetrii skaningowej) i TG (termograwimetrii). Analizujac degradacj¢ termiczna
badanych materiatéw mozna rozpatrywa¢ dwa maksima: pierwszy okoto 200°C i drugi
w 300°C. Wyniki badan DSC potwierdzity, ze wszystkie materiaty sg jednorodne.

Whprowadzenie: Poliweglany (PC) to polimery zawierajgce powtarzajgce sie grupy
weglanowe (-O-(C=0)-R-). PC sa termoplastycznymi polimerami wysokotemperaturo-
wymi o unikalnych whasciwosciach [1]. Charakteryzujg si¢ znakomitymi wlasciwoscia-
mi mechanicznymi i optycznymi oraz majg szerokie zastosowanie. PC sa odporne na
niektore rozpuszczalniki organiczne [2-3]. Najpopularniejsze poliweglany oparte sa na
bisfenolu a (BPA-PC). Poliweglany aromatyczne pochodzace z bisfenolu a zostaty grun-
townie przebadane i okazaly si¢ interesujace ze wzgledu na ich uzyteczne whasciwosci,
takie jak sztywna struktura molekularna, wyjatkowa odporno$¢ na uderzeni, twardosc,
stabilno$¢ termiczna i przejrzysto$¢ optyczna. BPA-PC oferuja rowniez doskonatg for-
mowalno$¢ i wyttaczalnoéé, dobrag ognioodpornos¢ i wysoka przezroczystos¢ optyczng
[4-6]. Ten szereg zalet spowodowal ze poliweglany mozna spotka¢ w kazdej gatezi
przemyshu, a ich zastosowanie jest szerokie. Niestety, kiedy poliwgglany sg poddawane
wysokim temperaturom mogg rozktadac sie do toksycznego bisfenolu A. Zastosowanie
bisfenolu a jako diolu do syntezy poliweglanéw budzi kontrowersje ze wzgledu na jego
toksycznos¢. Wykrywanie BPA w $rodowisku i produktach spozywczych byto przed-
miotem wielu ostatnich badan [7]. Niektore badania dowodza, ze obrobka termiczna
dowolnego produktu zawierajacego BPA powoduje jego uwalnianie do zywnosci [8].
Komercyjne poliweglany sa produkowane glownie w roztworze niskotemperaturowym
technika polikondensacji z uzyciem fosgenu (jako $rodka do karbonylowania). Celem
naszych badan byla synteza poliwgglanow bez uzycia toksycznego BPA metoda bezfos-
genowa. Do syntezy zastosowano diol H, ktérego struktura oparta jest na difenylometa-
nie. Diol H, zwigzek alifatyczno-aromatyczny, byl substratem zastosowanym do otrzy-
mania polimeru. z kolei DPC (weglan difenylu) zostat uzyty jako monomer wprowadza-
jacy ugrupowanie weglanowe do struktury polimeru. Produktem ubocznym przy polime-
ryzacji byt fenol, ktory tatwo usunigto.

Czesé eksperymentalna: Diol H (6,6’-(metanodiylo(benzeno-4,1-
diylometanodiylosulfanodiylo)diheksan-1-ol) otrzymano w reakcji podstawienia difeny-
lometanu w reakcji z paraformaldehydem. Nastgpnie poprzez reakcj¢ z tiomocznikiem
i wodorotlenkiem sodu otrzymano kompleks soli, a nastgpnie ditiol. Konicowy produkt
otrzymano w reakcji podstawienia ditiolu z chloroheksan-1-olem. Metoda syntezy poli-
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merow opierala si¢ na dwoch kolejnych reakcjach. w pierwszym etapie zachodzita reak-
cja transestryfikacji (z jednoczesnym usunigciem produktu ubocznego fenolu),
aw kolejnym etapie nastapita polikondensacja. Substraty zostaly uzyte w stosunku ste-
chiometrycznym 1:1. Katalizator dodano w ilosci rownowaznej 0.1 mol%. Reakcje pro-
wadzono w atmosferze azotu przez 2 h po catkowitym stopieniu komponentow. Tempe-
rature Utrzymywano na poziomie 140-150°C. w miare postepu reakcji Uwolnit si¢ fenol.
Po 2 godzinach gaz zostat odtaczony, a reakcje prowadzono dalej przez 2 godziny pod
pompa prozniowa. Poliweglany umieszczono W zlewkach, potraktowano dichlorometa-
nem (50 ml) i wytrgcono metanolem. Nastepnie pozostawiono je do odparowania roz-
puszczalnika. Otrzymane polimery poddano badaniom termicznym.

HCOH, HCI, CH,COOH
—_—
cl CI
Tiomocznik] NaOH
Hel
-
HS SH NasS. SNa
A,
2 e,
\I";’nf,,
NN SS\/\‘\/\\/\-
HO f OH

Transestryfikacja
R
= #' | Polikendensacja

\[\O/\/\/\/ss\/\/\/\ojﬂ\

n

Rys. 1. Schemat otrzymywania monomeru i polimeryzacji.

Whyniki: Analiz¢ DSC przeprowadzono w dwoch cyklach grzewczych. Test rozpoczeto
od temperatury -20°C (z izotermg 3 minuty), a nastepnie grzano do 200°C. Kolejnym
etapem bylo chlodzenie do -20°C i kolejne grzanie do 200°C. Badanie wykazalo ze
wszystkie cztery materiaty polimerowe sa jednorodne. w pierwszym cyklu grzewczym
jedynie na krzywej poliweglanu na bazie chlorku benzylo(trietylo)amoniowego odnoto-
wano sygnat endotermiczny zwigzany 2z topnieniem probki. z kolei w drugim cyklu
grzewczym, poliweglany na bazie octanu cynku, DMAP-u i chlorku benzy-
lo(trietylo)amoniowego wykazaly efekt w okolicach 50°C. Podczas chtodzenia
w okolicach 8°C dla jednego z poliweglanéw mozna zaobserwowaé efekt zwigzany
z rekrystalizacja (rys. 2). Analiza TG potwierdzita, ze najbardziej odporny na temperatu-
r¢ jest poliweglan oparty na octanie cynku. Zaobserwowano tu najwyzsze temperatury
maksymalnej szybkosci rozktadu (rys. 3, tabela 1).
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Rys. 2. Krzywe DSC dla polimeréw na bazie 4 réznych katalizatorow.
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Rys. 3. Krzywe TG dla polimeréw na bazie 4 réznych katalizatorow.
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Tabela 1. Dane z analizy termograwimetrycznej.

Uzyty katalizator T,[°C] Ts[°C] T1[°C] T5[’Cl | Tmax[°C] | R[%]
Octan cynku 299 316 328 350 342 7.11
609
DMAP 164 259 327 346 343 1.69
Chlorek Benzylo 151 169 191 328 332 0.26
(trietylo)amoniowy
Tlenek bis (tetrabutylo) 307 316 323 343 337 0.56
chloro cyny

Whioski: Przeprowadzono reakcje polimeryzacji kondensacyjnej i otrzymano
4 poliweglany, ktorych struktura oparta jest na diolu H. Analizy potwierdzity wysoka
odporno$¢ termiczng polimeréw. Badania DSC potwierdzily jednorodno$¢ materiatow
oraz zaobserwowano zjawisko topnienia polimeréw. Analiza badan termograwimetrycz-
nych pozwala na stwierdzenie, ze rozklad polimerow zachodzi stopniowo.
w temperaturze ok. 200°C dla wszystkich 4 probek obserwowano ubytek masy,
a najszybsza utrata masy nastepowata w okolicach 300°C. Poliweglany zostang poddane
analizie TG-FTIR w celu oceny rodzaju wydzielanych gazow podczas rozktadu.

Literatura:

1. B.A. Sweileh, Y.M. Al.-Hiari, M.H. Kailani, H.A. Mohammad, Molecules 15 (2010) 3661.

2. V. Pokharkar, S. Sivaram, Polymer 36 (1995) 4851.

3. J.H. Park, J.C. Hyun, W.N. Kim, S.R. Kim, S.C. Ryu, Macromolecular Research 10 (2002) 135.
4. H. Kricheldorf, D. Luebbers, Macromolecules 23 (1990) 2656.

5. D.J. Liaw, P. Chang, Journal of Applied Polymer Science 63 (1997) 195.

6.J. Huang, C. He, X. Li, G. Pan, H. Tong, Waste Management 71 (2018) 181.

7. W. Zhu, X. Huang, C. Li, Y. Xiao, D. Zhang, G. Guan, Polymer International 60 (2011) 1060.
8. B.N. Jang, C.A. Wilkie, Polymer Degradation and Stability 86 (2018) 419.

277



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

SYNTEZA i CHARAKTERYSTYKA POROWATYCH
KOPOLIMEROW METAKRYLOWYCH ZAWIERAJACYCH
GRUPY TIOLOWE

M. MACIEJEWSKA, M. GROCHOWICZ, Uniwersytet Marii Curie -Sktodowskiej,
Instytut Nauk Chemicznych, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Polimeréw, ul. Gliniana
33, 20-614 Lublin.

Abstrakt: W pracy przedstawiono metode otrzymywania i funkcjonalizacji mikrosfer
polimerowych. Mikrosfery na bazie metakrylanu glicydylu otrzymano za pomoca poli-
meryzacji jednokrotnego speczniania, a nastepnie poddano je procesowi funkcjonalizacji
z wykorzystaniem kwasow tiokarboksylowych. Strukture chemiczng otrzymanych mi-
krosfer potwierdzono przy uzyciu spektroskopii FTIR z wykorzystaniem techniki osta-
bionego catkowitego odbicia (ATR). Za pomocg analizy elementarnej wyznaczono sktad
pierwiastkowy mikrosfer po funkcjonalizacji, a takze zbadano strukture porowatg kopo-
limerow przy uzyciu metody niskotemperaturowej adsorpcji-desorpcji azotu.

Wprowadzenie: Porowate mikrosfery polimerowe, ze wzgledu na réznorodnos¢ wia-
$ciwosci, mozna stosowaé jako zywice do sorpcji metali ciezkich, jako sorbenty
W wypetnieniach chromatograficznych, czy tez w syntezie kropek kwantowych. Mikros-
fery polimerowe mozna poddawaé procesom funkcjonalizacji w wyniku modyfikacji
chemicznej lub na drodze bezposredniej syntezy z monomeréw zawierajacych grupy
funkcyjne. Najczgséciej stosowanymi monomerami sg alifatyczne lub aromatyczne meta-
krylany, np. metakrylan glicydylu. w literaturze znane sa sposoby otrzymywania mikros-
fer polimerowych zawierajacych w strukturze chemicznej grupy tiolowe. Najczesciej sa
to metody kilkuetapowe, polegajace na reakcji grupy halometylowej przytaczonej do
struktur aromatycznych, gtdéwnie pochodzacych od styrenu, z odpowiednim zwigzkiem
siarki prowadzac do utworzenia posredniego adduktu, ktory w kolejnym etapie jest hy-
drolizowany co prowadzi do powstania pozadanego tiolu [1, 2, 3]. Metody te sa czaso-
chlonne oraz wymagaja zastosowania rozpuszczalnika i/lub katalizatora. Dlatego podj¢to
probe opracowania nowego sposobu otrzymywania usieciowanych, porowatych mikros-
fer kopolimerowych na bazie metakrylanu glicydylu funkcjonalizowanych grupami
tiolowymi, pochodzacymi od kwasdéw tiokarboksylowych, w sposéb jednoetapowy
i zapewniajacy zachowanie struktury kulistej polimeru oraz usieciowanej wewnetrznej
struktury porowate;j.

Cze$¢ eksperymentalna: Porowate mikrosfery polimerowe otrzymano z wykorzysta-
niem monomeru funkcyjnego metakrylanu glicydylu (GMA) oraz monomerdw sieciuja-
cych 1,4-dimetakryloiloksybenzenu (1,4DMB) oraz trimetakrylanu trimetylopropanu
(TRIM) za pomoca polimeryzacji jednokrotnego spgczniania. Stosunek molowy mono-
meru do $rodka sieciujgcego wynosit 3:1. w pierwszym kroku otrzymano prekursor
ksztaltu — polistyren (PS). Specznianie ziaren PS prowadzono w obecnoéci aktywatora
(toluen), mieszaniny monomeréw oraz inicjatora - 2,2’-azodiizobutyronitryl (AIBN).
Otrzymang emulsj¢ umieszczono W okragtodennej kolbie trdjszyjnej i utrzymywano
w temperaturze 35°C przez 24 h w stanie ciggtego mieszania (100 obr/min). Nastepnie
prowadzono polimeryzacje przez 24 h w temperaturze 71°C. Uzyskane mikrosfery wyi-
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zolowano przez odsgczenie, a nastgpnie przemyto 1000 ml goracej wody. Pozostatos¢
ziaren PS usuni¢to za pomoca ekstrakcji goracym tetrahydrofuranem (THF). Po ekstrak-
cji mikrosfery odsgczono i wysuszono. w celu przeprowadzenia funkcjonalizacji mikros-
fery umieszczono w probowce szklanej wraz z kwasem tioglikolowym (TGA) (lub kwa-
sem 3-tiopropanowym, 3-MPA) w stosunku objetosciowym 1:1,5. Tak przygotowang
mieszaning zamknigto szczelnie korkiem teflonowym i umieszczono w reaktorze mikro-
falowym na 4-10 minut w temperaturze 100°C w stanie cigglego mieszania. Po zakon-
czeniu reakcji zawarto$¢ probowki odwirowano, supernatant zawierajacy nieprzereago-
wany kwas zdekantowano po czym przeprowadzono ekstrakcje mikrosfer acetonem
i metanolem w celu odmycia pozostatosci kwasu. Widma FTIR potwierdzajgce strukture
chemiczng otrzymano wykorzystujac spektrofotometr FTIR Tensor 27 wyposazony
w przystawke ATR (Bruker, Niemcy). Dodatkowo potwierdzono zawarto$¢ grup oksira-
nowych w kopolimerach za pomoca miareczkowania odwrotnego. Analiz¢ elementarng
przeprowadzono za pomocg EuroEA Elemental Analyser (CHNS). Parametry charakte-
ryzujace porowato$¢ kopolimeru wyznaczono metodg niskotemperaturowej adsorpcji-
desorpcji azotu za pomoca analizatora wolumetrycznego ASAP 2420 (Micromeritics,
USA).

Wyniki: W tabeli 1 przedstawiono wyniki z analizy elementarnej wykonanej dla poli-
meréw po funkcjonalizacji za pomoca kwasow tiokarboksylowych TGA i 3-MPA.
w funkcjonalizowanych mikrosferach znajduje si¢ siarka w ilosci 2,78-4,51%, co odpo-
wiada stezeniu grup -SH mieszczacym si¢ w przedziale 0,87-1,41 mmol/g. Modyfikacja
mikrosfer kwasem TGA przebiegla z lepsza wydajnoscia niz z kwasem 3-MPA.

Tabela 1. Wyniki analizy elementarne;j.

Kopolimery Analiza elementarna [%] Stezenie grup -SH
c H S [mmol/g]
poli(GMA-co-TRIM)-SH (TGA) 55,72 7,23 3,12 0,98
poli(GMA-co-TRIM)-SH (3-MPA) 56,74 7,76 2,78 0,87
poli(GMA-co-1,4DMB)-SH (TGA) 57,06 6,60 451 1,41
poli(GMA-co-1,4DMB)-SH (3-MPA) | 55,98 6,61 3,25 1,02

Struktur¢ chemiczng otrzymanych mikrosfer potwierdzono przy uzyciu spektroskopii
FTIR-ATR. Widma dla mikrosfer przed i po funkcjonalizacji przedstawiono na Rysun-
kach 1 i2. Na widmach po funkcjonalizacji obserwuje si¢ szerokie pasmo przy liczbie
falowej 3460 cm™ pochodzace od grup OH powstatych w wyniku otwarcia pierscienia
epoksydowego. Pasmo charakterystyczne dla drgan grupy -SH widoczne jest przy licz-
bie falowej 2578 cm™. Dla kopolimeréw przed funkcjonalizacja przy liczbie falowej 908
cm™ obserwuje si¢ pasmo charakterystyczne dla drgan grupy epoksydowej, ktore zanika
po otwarciu pier$cienia epoksydowego.

279



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Absorbancja [a.u]
3460

-«

:
s
:
;
5
:
| ERERECGE o

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Liczba falowa [cm™]

Rys.1. Widma FTIR-ATR mikrosfer poli(GMA-co-TRIM) przed i po funkcjonalizacji.

3460

Absorbancja[a.u]

i%

®
R
N
~

poli(GMA-co-DMB) 23-MPA

poli(GMA-co-DMB) 2TGA

= e ST
L™ o,
\M&A-CDDMB
e
T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Liczba falowa [cm]

Rys.2. Widma FTIR-ATR mikrosfer poli(GMA-co-DMB) przed i po funkcjonalizacji.

Dodatkowo stgzenie grup epoksydowych w kopolimerach zostato potwierdzone za po-
mocg miareczkowania odwrotnego z zastosowaniem dioksanowego roztworu HCI.
w Tabeli 2 przedstawiono eksperymentalnie wyznaczone oraz wyliczone teoretycznie
warto$ci liczby epoksydowej. Wyznaczone eksperymentalnie liczby epoksydowe sa
nizsze od tych teoretycznych, co moze wynika¢ z: przebiegu reakcji tylko na powierzch-
ni mikrosfer lub/i czes¢ grup epoksydowych mogta zosta¢ otwarta na drodze hydrolizy
w czasie polimeryzacji, o czym informowali Park iwsp. [4]. Teza ta moze mie¢ po-
twierdzenie na widmach FTIR-ATR polimerow wyjsciowych, na ktorych obserwuje sig
szerokie pasmo przy okoto 3500 cm™ pochodzace od drgan grup hydroksylowych, ktére
nie byly obecne w strukturze monomeréw uzytych do polimeryzacji. Dodatkowo, obec-
no$¢ tego pasma na widmach FTIR moze by¢é wynikiem zaabsorbowanych w porach
czasteczek wody, co jest charakterystyczne dla porowatych polimerow [5].
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Tabela 2. Parametry charakteryzujace porowatos¢ probek: powierzchnig¢ wiasciwa Sger i objetos¢ porow V,

oraz stgzenie grup epoksydowych.

Stezenie grup epoksydowych [mmol/g]
Kopolimery Seer [M%g] V, [cm*/g]
Teoretyczne Doswiadczalne
poli(GMA-co-TRIM) 3,93 1,23 164 0,59
poli(GMA-co-TRIM) z TGA - - 129 0,59
poli(GMA-co-1,4DMB) 4,46 1,12 156 0,68
poli(GMA-co-1,4ADMB) - - 127 0,66
zZTGA

Struktur¢ porowata mikrosfer poli(GMA-co-1,4DMB) oraz poli(GMA-co-TRIM) przed
i po funkcjonalizacji kwasem tioglikolowym zbadano za pomoca metody niskotempera-
turowej adsorpcji-desorpcji azotu. Mikrosfery poli(GMA-co-TRIM) jak i poli(GMA-co-
1,ADMB) charakteryzuja si¢ rozwinigtg struktura porowata, Z powierzchnig wlasciwa
wynoszaca ponad 150 m%g. Po reakcji funkcjonalizacji oba typy mikrosfer zachowaty
strukture porowata, zaobserwowano tylko nieznaczny spadek warto$ci Sger,
W poréwnaniu z materialami wyj$ciowymi. Natomiast objetosci poréw mikrosfer za
réwno przed jak i po funkcjonalizacji pozostaty praktycznie nie zmienione.

Whioski: Zastosowanie polimeryzacji jednokrotnego speczniania pozwolilo na otrzy-
manie porowatych kopolimerow metakrylowych, co zostalo potwierdzone za pomoca
metody adsorpcji-desorpcji azotu. Stosujac reakcje otwierania pierscienia epoksydowe-
go, obecnego w strukturze tych kopolimeréw, za pomoca kwasow tiokarboksylowych
wbudowano grupy -SH na powierzchni¢ mikrosfer, co zostato potwierdzone za pomoca
spektroskopii FTIR-ATR oraz analizy elementarnej. Zaproponowany sposob wprowa-
dzania grup tiolowych do struktury mikrosfer to proces jednoetapowy, przebiegajacy
w $srodowisku bez rozpuszczalnikowym, prowadzony W krétkim czasie. Ponadto, pozwa-
la na zachowanie kulistej morfologii kopolimeréw wyjsciowych oraz ich rozwinigtej
struktury porowate;j.
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SYNTEZA i BADANIA DSC NOWYCH, POLIMEROWYCH
MATERIALOW na BAZIE EPIDIANU 601

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

Abstrakt: Celem pracy byla synteza icharakterystyka usieciowanych kompozytow
polimerowych na podstawie zywicy epoksydowej Epidian 601 oraz $rodka utwardzaja-
cego PAC w stosunku wagowym 5:3. Jako dodatki modyfikujace (zwiazki uniepalniaja-
ce) zastosowano komercyjny $rodek ognioochronny Fire Reterdant (FR) oraz fosforan
trifenylu (TP). Gtownym celem badan byto okreslenie wptywu $rodka uniepalniajgcego
na wlasciwosci fizykochemiczne. Dla otrzymanych uktadow przeprowadzono analize
DSC, ktora wykazata wptyw $rodkéw uniepalniajgcych na odporno$é¢ kompozytow.
Zbadano réwniez palno$é, a takze twardo$¢ materialow za pomoca metody Shore’a.

Wprowadzenie: Zjawisko palenia towarzyszy czlowiekowi W zyciu codziennym. Gotu-
jac, jadac samochodem, czy wiaczajac zar6wke mamy do czynienia ze spalaniem. We-
dtug definicji, jest to proces utleniania-redukcji, ktory jest szybki i samopodtrzymujacy.
Samorzutnie si¢ rozprzestrzenia W srodowisku zainicjowania, Z nieodtagcznym skutkiem
wydzielania ciepta i tworzenia si¢ ptomienia. Poprzez ztozono$¢ tego procesu, mecha-
nizm jego nie zostal jeszcze wyjasniony W sposob zadowalajacy [1]. Polimery oraz wy-
roby polimerowe ulegaja procesowi spalania. Takie materialy mozna spotka¢ w kazdej
dziedzinie gospodarki. Niestety czesto sg one tatwopalne, dlatego bezpieczenstwo poza-
rowe tych materialow jest waznym zagadnieniem. W zwiazku z tym, zwigkszanie ognio-
odpornos$ci materiatlow polimerowych we wspolczesnym $wiecie jest dosy¢ istotng
sprawg [1]. Dodatki zmniejszajace palnos¢ maja na celu zahamowanie lub zatrzymanie
procesu spalania polimerow, poprzez dziatanie fizyczne (takie jak chlodzenie, rozcien-
czanie paliwa, tworzenie warstwy ochronnej) lub chemiczne (reakcja w fazie statej lub
gazowej, dodanie $rodka zmniejszajacego palnosé) [2]. Jak wynika z praktyki przemy-
stowej, srodki zmniejszajace palnos¢ zawierajace fosfor sg szeroko stosowane jako al-
ternatywa dla halogenowych $rodkéw zmniejszajacych palnos¢. Moga one tlumi¢ ogien
w polimerze na dwa sposoby. Pierwszy mechanizm polega na termicznej degradacji
fosforowych $rodkow zmniejszajacych palnos¢ do kwasu fosforowego, ktory przeksztat-
ca polimer w wegiel, natomiast drugi polega na migracji do fazy parowej i wygaszaniu
rodnikéw. Zwigzki fosforoorganiczne nalezg do grupy zwiazkéw o dobrych parametrach
zmniejszajgcych palno$¢ materiatow polimerowych [3-4].

Cze$¢ eksperymentalna: Wszystkie kompozyty otrzymywano w wyniku reakcji sie-
ciowania grup epoksydowych handlowej zywicy o nazwie Epidian 601 $rodkiem sieciu-
jacym PAC. (oligomery TECZA). Komponenty zmieszano W odpowiedniej proporcji
(5:3) temperaturze pokojowej, do uzyskania jednorodnego roztworu. Nastepnym etapem
byto wprowadzenie réznej ilosci srodka modyfikujacego (FR/TP) o zmienne;j ilosci: 0%,
10%, 20%. Calo$¢ mieszano do uzyskania jednorodnej mieszaniny, a nast¢pnie wsta-
wiono do suszarki na 10 min. w 50°C. Zawarto$¢ zlewki wylano do form szklanych (10
mm X 8 mm x 2 mm) i polimeryzowano przez 48 h w temperaturze pokojowej. Na rys.
1 przedstawione sg probki kompozytow polimerowych.
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EP601+PAC

(A) 0% (B) 10%FR (C) 20%FR (D) 10% TP (E) 20% TP

Rys. 1. Zdjecie otrzymanych kompozytéw na bazie EP 601 + PAC z r6zng zawarto$cia % FR i TP.

Krzywe réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) uzyskano przy uzyciu kalorymetru
Netzsch 204 (Netzsch, Giinzbung, Niemcy). Pomiary wykonano w aluminiowych ty-
glach z przebita pokrywa, przy czym masa probki wynosita ok. 10 mg, w atmosferze
azotu (30 mL/min). Skanowanie dynamiczne przeprowadzono z szybko$cia grzania
10°C/min w zakresie temperatur -30-500°C. Jako odniesienie zastosowano pusty tygiel
aluminiowy. Badania palnosci przeprowadzono w laboratorium Katedry Technologii
i Przetworstwa Polimerow Politechniki Lubelskiej. Urzadzenie do badan palnosci wypo-
sazono W komore spalania, system wentylacji oraz kamer¢ termowizyjng. Probki pod-
czas badania mocowano na statywie, a nastgpnie zblizano do nich palnik (metan) na 20 s
(i 30 s), pod katem 45°. Po tym czasie probki palily sie swobodnie przez kolejne 30 s.
Badania palno$ci wykonano W prébie palenia poziomego zgodnie Z ormg PN-EN 60695-
11-10 — metoda A. Podczas procesu prowadzono obserwacje przy uzyciu kamery ter-
mowizyjnej V-20 model ER005-25 (Vigo System, Ozaréw Mazowiecki, Polska)
w zakresie pomiaru temperatury od 0 do 250°C. w trakcie badan wykonano zdjecia.
Twardo$¢ materiatlow mierzono metodg Shore’a D przy uzyciu analogowego twardo-
$ciomierza 7206/H04 (Zwick, Ulm, Niemcy) w temperaturze 20°C. Odczyty wykonywa-
no po 15s.

Whyniki: Krzywe DSC dla otrzymanych kompozytéw przedstawiono na rysunku 2. Na
krzywej dla probki z 10% i20% dodatkiem $rodka ognioochronnego mozna zaobser-
wowa¢ jeden efekt endotermiczny z maksimum w okolicy 300°C. Porownujac ten efekt
z krzywa dla czystego FR (rys. 3) mozna stwierdzi¢, ze dodatek FR do kompozytow
zwigksza odporno$¢ termiczng. Ten efekt endotermiczny jest zwigzany z catkowita de-
gradacjg termiczng probki. Natomiast efekt egzotermiczny (powyzej 300°C) zwigzany
z sieciowaniem byt widoczny dla czystej probki oraz z 10% i 20% dodatkiem fosforanu
trifenylu. Dodatek FR zwigcksza temperatur¢ rozktadu, poniewaz przebieg probki bez
dodatkow (0%) nie wykazuje zadnych efektow. Dodatek TP rowniez pozytywnie wply-
wa na odpornos¢ termiczng otrzymanych materialow.
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Rys. 2. Krzywe DSC kompozytow EP 601 + PAC.
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Rys. 3. Krzywa DSC dla sub. Fire Retardant.

Badania palnosci przeprowadzono W poziomej probie spalania. Rysunek 4 przedstawia
rozktady spalania si¢ kompozytow. Probki pality sie przez 50 sek (20 sek nad palnikiem,
a nastgpnie przez 30 sek samoczynnie). Probka bez dodatkow pali si¢ najbardziej, co
objawia si¢ najjasniejszym i najwickszym ptomieniem. Dodatek FR i TP zmniejsza
wysokos¢ i intensywno$¢ ptomienia. Po spaleniu probki byty zweglone bez widocznych
pecherzy i ubytkéw (rysunek 5).

B ="

@ (b)
Rys. 4. Zdjgcia palacych si¢ polimeréw podczas testow. (a) 0%, (b) 20% FR, (c) 20% TP.
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Rys. 5. Zdjgcia po spaleniu
a) 0%, b) 20% FR, c) 20% TP.
| . ;. . .
| Pomiary twardo$ci polegaly na pionowym zanurzeniu
: ‘ wglebnika W powierzchni¢ kompozytu. Wartosci liczbowe
tych parametréw wyrazono W skali D w tabeli 1. Najwyzszg warto$¢ miat kompozyt
z dodatkiem 10% fosforanu trifenylu. Analizujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze
dodatek modyfikatora nieznacznie zwigksza twardo$¢ kompozytow o ok. 0,8-1,9 °Sh.

Tabela 1. Twardo$¢ otrzymanych kompozytow.

EP 601 + PAC
0% 10% FR | 20%FR | 10% TP | 20% TP
77,6 78,9 78,9 79,5 78,4

Whioski: W wyniku reakcji sieciowania otrzymano nowe kompozyty na bazie Epidianu
601 i PAC z dodatkami uniepalniaczy: Fire Retardant (FR) i fosforanu trifenylu. Pierw-
szym dodatkiem do kompozytow byl komercyjny opézniacz palenia (FR), adrugim
modyfikatorem byt fosforan trifenylu (TP). Oba dodatki wprowadzono w dwoch steze-
niach procentowych: 10% i 20%. Oceniono ich wptyw na odporno$¢ termiczng otrzyma-
nych kompozytéw. z badan palnosci wynika, ze dodatek FR i TP obniza palno$¢ kompo-
zytow. Najszybciej i najintensywniej spalal si¢ materiat bez dodatkow. Zwigzek TP
powodowatl niewielkie opdznienie spalania. Dodatek FR zdecydowanie spowolnit ten
proces. Dane uzyskane podczas analizy DSC potwierdzily, ze ilos¢ FR Iub TP wplywa
na odporno$¢ termiczng materiatow. Probki bez dodatkéw modyfikujacych charaktery-
zowaly sie nizszg stabilno$cig termiczna.
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BADANIE DEGRADACJI KOMPOZYTOW NIENASYCONYCH
ZYWIC POLIESTROWYCH z ROZNEGO TYPU
WYPELNIENIAMI NATURALNYMI

K. OTTO, P. PACZKOWSKI, B. GAWDZIK, UMCS, Wydzial Chemii, Instytut
Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Polimeréw, ul. Gliniana 33, 20-614 Lublin.

Abstrakt: Celem badan byta synteza ekologicznych kompozytow polimerowych. Jako
matryca zostata uzyta nienasycona zywica poliestrowa pochodzaca z recyklingu butelek
PET. Wypehiaczami byly materialy odpadowe jakimi sa zmielone tupinki z orzeszkow
ziemnych oraz lignina krafta. w celu zbadania odporno$ci otrzymanych biokompozytow
na dziatanie odczynnikow chemicznych, zostaly one zanurzone W réznych rozpuszczal-
nikach organicznych i nieorganicznych. Okazalo sig, ze na zywice oraz ich kompozyty,
najwigkszy wpltyw miato $rodowisko acetonu oraz zasady sodowej. Znikomy efekt byt
obserwowany dla materiatow umieszczonych w toluenie, co sugeruje znaczng odpornos¢
chemiczng na ten rozpuszczalnik.

Wprowadzenie: Na przestrzeni lat kompozyty polimerowe zyskaty uznanie w réznych
dziedzinach przemystu. Dzigki uzyciu wypetnien naturalnych, wykazuja one unikatowe
wlasciwosci miedzy innymi zwigkszajac odpornos¢ materiatow na korozje, oraz popra-
wiajac ich wilasciwosci fizyczne, jak ichemiczne. Popyt na kompozyty polimerowe
rozwija si¢ w dynamicznym tempie. Znajduja one coraz to nowe zastosowania. Rosngce
zainteresowanie spowodowalo, ze naukowcy zaczgli si¢ koncentrowa¢ na kompozytach
polimerowych, ktére zawieraja wypelniacze pochodzenia naturalnego. Niestety sg one
mniej odporne na temperatur¢ oraz dziatanie chemiczne, jednakze wcigz moga zostaé
skuteczne wykorzystane. Jako matryca polimerowa czesto wykorzystana jest nienasyco-
na zywica poliestrowa (UPR), ktéra jest otrzymywana w wyniku rozpuszczenia wyj-
$ciowych nienasyconych poliestrow w monomerach allilowych, winylowych lub akry-
lowych. w przemysle najczeSciej stosowanym monomerem sieciujagcym jest styren. Do-
stepno$¢ oraz atrakcyjna cena sprawiaja, ze taka zywica stata si¢ czgsto wykorzystywa-
nym surowcem do produkcji kompozytow. Istotnym faktem jest, to ze z fatwo$cig mozna
ja przetwarzaé, a utwardzenie jej jest mozliwe w temperaturze pokojowej [1]. Oprocz
tego spetnia ona kryteria wymagane do wytwarzania produktow wielkogabarytowych.
Coraz czg$ciej mozna spotkaé zywice pochodzace z recyklingu PET a otrzymywane
z nich materialy sg bardziej przyjazne dla srodowiska naturalnego. Podjeto kilka prob
otrzymania kompozytow na bazie UPR z uzyciem wypehiaczy z wtokna szklanego. Pod
uwagg nalezy wzia¢ naturalne wypetniacze, takie jak maczka drzewna lub trociny, kolby
kukurydzy, tupiny orzeszkéw ziemnych, juta, bambus, ramia i kenaf cieszg si¢ coraz
wicksza popularno$cig [2-4]. Te naturalne sktadniki obnizaja koszty produktu polimero-
wego a z drugiej strony charakteryzujg si¢ dobrymi wiasciwo$ciami wzmacniajacymi
i biodegradowalnos$cig. Arachis hypogaea, czyli popularne orzeszki ziemne, orzeszki
arachidowe, fistaszki to wywodzacy si¢ Z Ameryki Potudniowej gatunek roélin z rodziny
bobowatych. Obecnie sg one uprawiane zwlaszcza W krajach tropikalnych oraz subtropi-
kalnych. Na podstawie danych, roczna $wiatowa produkcja orzeszkéw Ww tlupinach
w 2019 roku wynosita 49 mln ton a do najwigkszych producentow mozna zaliczy¢ prze-
de wszystkim Chiny i Indie oraz Nigeri¢, Sudan i Stany Zjednoczone. Orzeszki arachi-
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dowe nie sg jadalne w catosci. z nasion otrzymuje si¢ przede wszystkim olej arachidowy
i masto orzechowe. Orzeszki ziemne zawieraja wiele warto$ci odzywczych i ze wzgledu
na duzg zawarto§¢ biatka (25 g w 100 g nasion) ch¢tnie si¢gaja po nie sportowcy,
a zwlaszcza kulturysci. Oprocz aminokwasow takich jak: arginina, seryna, glicyna, za-
wierajag warto§ciowe thuszcze, btonnik, wiele witamin oraz makro- i mikroelementy.
Widkniste lupiny okrywajace jadalne nasiona, stanowia cenny lignocelulozowy materiat
odpadowy, sktadajacy si¢ z celulozy (45%), hemicelulozy (6%) oraz ligniny (36%) [5].
Lignina jest biopolimerem o bardzo zlozonej strukturze trojwymiarowej bedacym pod-
stawowym skladnikiem takze drewna powodujacym, ze jest ono sztywne oraz odporne
na zginanie. Zawarto$¢ jej zwykle wynosi od 10 do 40% w zaleznosci od gatunku drze-
wa. Aromatyczna budowa ligniny oparta jest na monomerach bedacych pochodnymi
alkoholi fenylowych, do ktérych nalezg alkohol synapinowy, koniferylowy oraz kumary-
lowy [6]. w procesie produkcji papieru przeprowadza si¢ eliminacj¢ ligniny (delignifika-
cja), w wyniku ktorej drewno traci swoje wspomniane whasciwosci i staje sie migkkie.
Zasoby ligniny sa ogromne, stale si¢ powigkszaja i wynosza okoto 300 mld ton. Obecnie
przypuszcza si¢, ze jest powszechniejszym surowcem od ropy naftowej. Ze wzgledu na
trudno$¢ z jej przetwarzaniem jest ucigzliwym odpadem przemystowym, ktory zaledwie
W 2% jest poddawany dalszej obrobce. Lignina krafta jest otrzymywana w procesie,
w wyniku ktorego jest ona przetwarzana W mase¢ celulozowa a nastgpnie izolowana
W postaci stalej z czarnego tugu. Na przestrzeni lat proces krafta ulegt wielu modyfika-
cjom co sprawito, ze produkcja przemystowej ligniny krafta stanowi obecnie 85% cato-
Sciowego wytwarzania tego biopolimeru [7]. Wiadomo, ze tlen i wilgo¢ znajdujace sie
w powietrzu, wysoka temperatura, naprezenia mechaniczne, wysokoenergetyczne pro-
mieniowanie (np. UV) oraz agresywne ciecze iniektore mikroorganizmy posiadaja
szkodliwy wpltyw na polimery [8]. w prezentowanej pracy zostata okre§lona odpornos¢
chemiczna kompozytéw na bazie nienasyconych zywic poliestrowych. Jako wypelnienia
pochodzenia naturalnego uzyto zmielone tupinki orzeszkoéw ziemnych oraz ligning kra-
fta. Motywacja do tych badan bylo poznanie wasciwosci materiatow poddanych dziata-
niu niesprzyjajacych warunkow srodowiska takich jak woda, aceton oraz toluen.

Cze$¢ eksperymentalna: Kompozyty polimerowe zostaly przygotowane poprzez wy-
mieszanie handlowo dostepnej nienasyconej zywicy poliestrowej z 10% wag. wypetnia-
cza w postaci rozdrobnionych tupin orzeszkow ziemnych (PSP) lub ligniny krafta (L).
Do utwardzania zywicy i jej kompozytéw uzyto 1,1% wag. inicjatora (nadtlenek metylo-
etyloketonu) i 0,25% wag. przyspieszacza (4% rozwoér polimerowy kobaltu). Przygoto-
wane roztwory wlano do form w ksztalcie prostopadto$cianu i pozostawiono
w temperaturze pokojowej przez 24 godziny do utwardzenia. Nastgpnie, materialy do-
twardzono w piecu w 80°C przez 10 godzin. Probki kompozytow w ksztatcie prostopa-
dtoscianu o okreslonych wymiarach (65 mm x 10 mm x 4 mm) zostaly wycigte frezarka
CNC. Ksztaltki zanurzono w szczelnie zamknigtych naczyniach zawierajacych roézne
rozpuszczalniki i umieszczono w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej (23°C +
2°C). Zachowanie kompozytéw W obecnosci cieczy bylo ocenione zgodnie z norma ISO
175. Odpornos¢ chemiczng probek badano w wodzie destylowanej, wodnych roztworach
HCI, Na,CO; i NaOH, oraz acetonie i toluenie. Co 7 dni, ksztaltki wyjmowano z naczyn,
delikatnie wycierano i wazono. Wyniki przedstawiono w postaci zaleznosci pomiedzy
zmiang masy badanych kompozytow a czasem ich zanurzenia.
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Whyniki: Podczas badania odpornosci chemicznej izachowania si¢ kompozytow
W obecnosci roznych rozpuszezalnikow zaobserwowano wiele zmian. Nie wystgpuja one
tylko w samych materiatach, ale takze w niektorych ciektych chemikaliach, w ktorych
byly zanurzone. Niektore probki kompozytéw zanurzonych w wodzie i kwasie lub zasa-
dzie mialy jasniejszy kolor, sugerujacy wyptukiwanie substancji znajdujacych sie¢
w nich.
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7 14 21 28
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woda destylowana

42

zmiana masy, %
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Rys.1. Efekt odporno$ci chemicznej dla czystej zywicy (UPR) i jej kompozytow z proszkiem z tupinami
z orzeszkow ziemnych (PSP) i ligning krafta (L).

Na rys. 1 przedstawiono zaleznosci pomiedzy masg badanych kompozytow a czasem ich
zanurzenia. Przedstawiono przyktadowe krzywe dla wody destylowanej i toluenu. Naj-
mniejsze zmiany masy po zanurzeniu wykazata czysta zywica UPR. Kompozyty UPR
z wypelnieniem z fistaszkéw (UPR+PSP) wykazaly wigkszy przyrost masy, natomiast
najwickszy zaobserwowano dla kompozytéw z ligning krafta (UPR+L) we wszystkich.
Jak juz wspomniano, dla roztworéw NaOH i Na,CO3 odnotowano zmiany barwy cieczy.
Zottawe lub pomaraficzowo-zottawe roztwory sugerowaty wymywanie ligniny. Bardziej
intensywny kolor zaobserwowano w przypadku wodorotlenku sodu. w roztworze alka-
licznym nastgpit rozerwanie wigzania w strukturze ligniny i wytworzenie fenolan sodu,
ktory jest tatwo rozpuszczalny w wodzie. Istotne zmiany w wygladzie ksztaltek zaob-
serwowano podczas zanurzenia kompozytow W acetonie. w przypadku czystej zywicy
UPR juz po jednym dniu badania wystapit silny skurcz, ktory spowodowat peknigcie
probki. Nastepnie ksztaltka przeszta kolejne, sukcesywne etapy kruszenia na coraz
mniejsze kawatki. Dzigki dodatkowi biowypelniaczy w przypadku kompozytow nie
zaobserwowano tak silnego skurczu, ale nastapil proces czgsciowego rozwarstwienia.
Nie byto mozliwe przedstawienie zalezno$ci zmiany masy probek od czasu ich zanurze-
nia. Najmniejsze i niezauwazalne zmiany wystepity dla probek zywicy i kompozytéw
zanurzonych w toluenie. Sg on prawie identyczne i nie stwierdzono wptywu wypehienia
na wchtanianie tego rozpuszczalnika.
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Whioski: Wyniki pokazuja, ze dostgpna w handlu zywica oparta na recyklacie PET
moze by¢ stosowana do przygotowania jednorodnych kompozytéw z tupinami orzesz-
kow zimnych oraz ligning krafta. Zmiany wlasciwosci czystej zywicy i kompozytow po
zanurzeniu sg uzaleznione od charakteru chemicznego rozpuszczalnika. Zaré6wno zywi-
ca, jak ijej kompozyty nie sa odporne na dzialanie acetonu, poniewaz powodowat on
zniszczenie matrycy polimerowej. Ponadto, nie nalezy lekcewazy¢ wpltywu wody na
kompozyty UPR z fistaszkami oraz ligning. Wnikanie jej czasteczek W materiaty polime-
rowe powoduje ich uplastycznienie. Wszystkie probki kompozytowe charakteryzuja si¢
podobnym zachowaniem w roztworach wodnych. Obserwujemy szybka absorpcje roz-
puszczalnika w poczatkowej fazie, po ktorej nastepuje stopniowy wzrost jej zawarto$ci
az do osiggniecia pewnego stanu rownowagi. Spodziewano si¢ takiego zachowania
kompozytéw ze wzgledu na hydrofilowy charakter wypetniacza lignocelulozowego.

W dalszych badaniach podjeta zostanie proba otrzymania kompozytéw na bazie niena-
syconej zywicy poliestrowej wzmocnionej wysuszonymi i zmielonymi skorkami pomi-
doréw. Te naturalne wypelnienie stanowi réwniez materiat odpadowy, mogacy nadawac
materiatom interesujace wtasciwosci.
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BADANIE POWIERZCHNI WEASCIWEJ i POTENCJALU ZETA
GLINKI BIALONIEBIESKIEJ oraz KOMPOZYTU
HYDROKSYAPATYT/GLINKA BIALONIEBIESKA

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

Abstrakt: Kompozyt glinki biatoniebieskiej z hydroksyapatytem (HAP) zsyntezowano
za pomocg metody mokrej, przy uzyciu biatoniebieskiej glinki, jako matrycy. Nastepnie
otrzymany kompozyt, jak i czysta glinke biatoniebieska i czysty HAP poddano dalszym
badaniom. Scharakteryzowano powierzchni¢ wlasciwg metoda adsorpcji-desorpcji azotu.
Dla badanych uktadéw wyznaczono warto$ci pHep Charakterystyczne dla podwojne;j
warstwy elektrycznej, oraz wykres$lono wykresy zaleznosci potencjatu dzeta w zalezno-
$ci od pH suspensji przy réznych stgzeniach elektrolitu.

Woprowadzenie: Glina jest to naturalnie wystepujgcy material, ztozony gtéwnie
z drobnoziarnistych mineralow. Zgodnie z nomenklatura AIPEA (Association Interna-
tionale pour I’Etude des Argiles) oraz CMS (Clay Mineral Society), glina musi wykazy-
wac plastyczno$¢ po dodaniu odpowiedniej ilosci wody oraz twardnie¢ po wysuszeniu
lub wypaleniu. Glinki zawierajg gldwnie krzemiany warstwowe, ale moga rowniez za-
wiera¢ inne materiaty, W tym materi¢ organiczng [1]. Glinki obecnie sg stosowane na
szeroka skalg, co ma zwigzek z rozwojem nowych galezi przemyshu. Zastosowanie gli-
nek jest uwarunkowane ich wtasciwosciami fizycznymi oraz chemicznymi, ktore zaleza
od rodzaju mineratu wchodzacego w sktad glinek, obecnosci lub braku materii organicz-
nej, rodzaju jondw wymiennych, zawartosci innych soli oraz struktury [3]. Glinki moga
by¢ uzywane w formie surowej, nieobrobionej lub moga by¢ poddawane wielu proce-
som, w celu modyfikacji ich wlasciwo$ci (m.in. usuni¢cie materii organicznej, wzrost
zawarto$ci mineratu W glince). Mozemy wsrdd nich wyr6ézni¢ migdzy innymi mielenie
na mokro, rozdzial magnetyczny, flokulacje, flotacje lub modyfikacj¢ za pomoca orga-
nicznych lub nieorganicznych zwigzkow [4]. Wérod zastosowan glinek mozna wymieni¢
miedzy innymi do zarzadzania odpadami, glinki mogg by¢ stosowane, jako bariery przy
ich sktadowaniu, mogg rowniez by¢ stosowane, jako adsorbenty przy oczyszczaniu $cie-
koéw z barwnikow czy metali cigzkich. Waznymi parametrami wptywajacymi na adsorp-
cj¢ jest warto$¢ pH roztworu, poczatkowe stezenie zanieczyszczen, ilo§¢ zastosowanej
glinki oraz czas kontaktu. W$rdd innych zastosowan glinek mozna wyr6zni¢ przemyst
papierniczy oraz ceramiczny, zastosowanie, ich jako wypetniacz w produkcji plastiku,
jako odzywka w paszach dla zwierzat oraz zastosowanie w medycynie i kosmetyce.
Gdy niezbedna jest dalsza modyfikacja wlasciwosci glinki, rozwigzaniem moze okazac
si¢ synteza kompozytow glinek z innymi materiatami. Jednym z przykladow takiego
kompozytu jest kompozyt glinki (w opisanym przypadku glinki biatoniebieskiej)
Z hydroksyapatytem. Jest to temat stosunkowo stabo opisany w literaturze, ale otrzyma-
ny kompozyt moze znalez¢ wiele nowych zastosowan w roznych gateziach przemystu.

Cze$¢é eksperymentalna: Syntez¢ kompozytu hydroksyapatytu z glinka biatoniebieska
przeprowadzono metoda mokra. W trojszyjnej kolbie okragto dennej umieszczono 0.77g
glinki biatoniebieskiej (otrzymanej z Instytutu Chemii Powierzchni w Kijowie), zalano
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ja 200 cm® wody redestylowanej i umieszczono na tazni ultradzwigkowej, ogrzewanej do
temperatury 100°C. Nastgpnie za pomoca dwoch wkraplaczy, dodawano przez godzing
roztwory: 150 cm® 0,06 mol/dm? roztworu octanu wapnia (producent odczynnika: Riedel
— de Haen) oraz 150 mL 0,1 mol/dm? roztworu wodorofosforanu potasu (producent
odczynnika: Polskie Odczynniki Chemiczne Gliwice). Po zakonczeniu wkraplania, mie-
szanin¢ ogrzewano przez kolejna godzing. Nastepnie odfiltrowano otrzymany kompozyt,
oraz przemywano za pomocg wody redestylowanej do stalego przewodnictwa wtasciwe-
go. Kompozyt zostal wysuszony i poddany dalszym badaniom. Do okre$lenia parame-
trow struktury porowatej wykorzystano metode adsorpcji-desorpcji azotu. Za pomoca
aparatu Zetasizer Nano ZS90 firmy Malvern wykonano pomiary ruchliwos$ci elektrofo-
retycznej ktora za pomocg odpowiedniego réwanania przeliczono na potencjat {. Pod-
czas pomiaré6w potencjatu { stosowano roztwory NaNO; 0 stezeniach: 0,1 mol/dm®, 0,01
mol/dm?®, 0,001 mol/dm”.

Wyniki: Na podstawie analizy ASAP (Tabela 1.) mozna stwierdzi¢, ze dla kompozytu
HAP/glinka bialoniebieska powierzchnia wlasciwa zmniejsza si¢ w stosunku do po-
wierzchni wlasciwej czystego hydroksyapatytu i glinki biatoniebieskiej, za$ sredni pro-
mien porow kompozytu zwigksza si¢ zardwno w stosunku do HAP jak i glinki biatonie-
bieskiej. Wszystkie badane probki posiadaty mezopory. Zaleznosci potencjatu dzeta
w funkcji pH pozwala wyznaczy¢ pH ep dla badanych materiatéw. Ma on warto$¢ mniej-
sza niz 2 dla glinki biatoniebieskiej, mniejszg niz 4 dla hydroksyapatytu. Dla ich kompo-
zytu natomiast pHep przyjmuje warto$¢ mniejszg niz 4,9. Na rysunkach 1-4 widzimy
wplyw obecno$ci rdéznego stezenia elektrolitu na warto§¢ potencjatu dzeta dla trzech
roéznych suspensji: HAP/NaNOj, glinka biatoniebieska/NaNOj i kompozyt glinka biato-
niebieska/HAP/NaNQ;. Elektrokinetyczne wiasciwosci czastek w zawiesinie odgrywa
niezwykle wazna role przy okreslaniu stabilnosci suspensji. Dla badanych uktadow,
stwierdzono, ze wielko$¢ bezwzgledna potencjalu dzeta zmniejsza si¢ ze wzrostem ste-
zenia elektrolitu. Moze to wynikac¢ z dysocjacji grup na powierzchni ulegajacych joniza-
cji na badanej glinie czy jej kompozycie. Dla uktadu kompozyt glina bialoniebie-
ska/HAP, widzimy takze wyrazny wzrost bezwzglednej warto$ci potencjatu dzeta ze
wzrostem pH. Kompozyt ponadto wykazuje wyzsze bezwzgledne wartosci potencjatu
dzeta w poréwnaniu do HAP lub czystej glinki biatoniebieskiej, co pozwala przewidy-
wac jego wyzszg stabilno$¢ w suspensji, co w konsekwencji moze mie¢ znaczenie m.in.
przy produkcji kosmetykow.

Tabela 1. Charakterystyka powierzchni HAP, glinki biatoniebieskiej i ich kompozytu.

Kompozyt glinka . . -
HAP biatonichieska/HAP Glinka biatoniebieska
2
Pole powierzchni z izotermy BET [m /g] 79 29 36
2

Pole powierzchni z izotermy Langmuira [m /g] 91 43 53
Sumaryczna objeto$é porow z adsorpcji

1yena ObJRlosep P 0,14 0,17 0,17
1.70m<d<300nm metoda BJH [cm /g]
Sumaryczna objeto$é porow z desorpcji

1yena ObJelosep P 0,14 0,17 0,17
1.70m<d<300nm metoda BJH [cm /g]
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Sredni promien poréw z metody
(4V/A by BET) [nm] 18,81 23,02 1957
Sredni promien pordw z adsorpcji
— metoda BJH [nm] 2082 24,51 19,75
Sredni promien poréw z desorpcji
— metoda BJH [nm] 19,08 15,96 19,21
pHiep <4 <4,9 <2
10 Glinka bialo-niebieska/ NaNO, 5 Glicka bialo-iebieska/ HAPNaNO,
- i d'4 g
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Rys. 2. Zalezno$¢ potencjatu dzeta w zaleznos$ci
od pH dla uktadu kompozyt HAP/glinka biatonie-
bieska/NaNOj; przy roznym stezeniu elektrolitu.

Rys. 1. Zalezno$¢ potencjatu dzeta w zalezno$ci
od pH dla uktadu glinka biatoniebieska/NaNO3
przy roéznym st¢zeniu elektrolitu.
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Rys. 4. Zaleznos¢ potencjatu dzeta w zaleznosci
od pH dla wszystkich trzech uktadow przy steze-
niu elektrolitu 0.001 mol/dm® NaNO;

Rys. 3. Zalezno$¢ potencjatu dzeta w zalezno$ci
od pH dla uktadu HAP/NaNO; przy réznym
stezeniu elektrolitu.

Whioski: w niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan dla hydroksyapatytu, glinki
biatoniebieskiej oraz zsyntetyzowanego kompozytu HAP/glinka biatoniebieska. Anali-
ZUjac powierzchni¢ kompozytu oraz jego sktadnikéw mozna stwierdzié, ze kompozyt ma
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mniejsza powierzchni¢ wlasciwa niz jego czyste sktadniki. Analizujac wtasciwosci po-
dwdjnej warstwy elektrycznej wyznaczono punkt pHgp dla wszystkich badanych ukta-
dow. Ponadto, stwierdzono, ze kompozyt przyjmuje najwyzsze bezwzgledne wartosci
potencjatu dzeta, co moze poprawiaé stabilno$¢ suspensji kompozytu w stosunku do
czystej glinki biatoniebieskiej lub hydroksyapatytu. Dla wszystkich badanych uktadow,
bezwzgledna warto$¢ potencjatu dzeta zmniejszata si¢ ze wzrostem stezenia elektrolitu
wynikajacym z dysocjacji powierzchni ulegajacych jonizacji na badanych glinach i ich
kompozytach.
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BARWNIKI WE WSPOLCZESNYM SWIECIE

A. KUCHARCZYK, UMCS, Wydzial Chemii, Katedra Chemii Nieorganicznej,
P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Barwniki sg uzywane do barwienia wielu materiatéw, takich jak wtdkna tek-
stylne, papier, kosmetyki czy zywnos$¢. Wraz ze $ciekami przemystowymi mogg trafia¢
do zbiornikéw wodnych gdzie zmniejszaja przenikanie §wiatla stonecznego, zwickszaja
biochemiczne i chemiczne zapotrzebowanie na tlen, hamuja fotosyntezg i wzrost roslin.
Szkody wyrzadzane $srodowisku nie zaleza wytacznie od ilo$ci odprowadzanych barwni-
kow, ale takze od ich rodzaju i mozliwosci tworzenia mieszanin z innymi substancjami.
Sktad $ciekoéw rozni si¢ W zaleznosci od procedury ich oczyszczania i rodzaju barwnika.
Najbardziej krytycznym etapem skutecznego oczyszczania jest charakterystyka §ciekow.
w niniejszej pracy podjeto probe ukazania znaczenia barwnikow oraz tego W jaki sposob
postep przemystowy W dziedzinie koloryzacji produktow przemystowych zwigkszyt ich
udziat W zyciu codziennym i spowodowat negatywny wpltyw na srodowisko. W pracy
zwrocono uwage na fakt, ze odprowadzanie barwnikow do zbiornikow wodnych powo-
duje zakldcenie rownowagi ekosystemu.

Wprowadzenie: Ogdlno$wiatowy proces rozwoju wptynal na wszystkie dziedziny zy-
cia, ale spowodowat rowniez skutki uboczne zwigzane z zanieczyszczeniem biosfery
wynikajace z niekontrolowanego odprowadzania zanieczyszczen z réznych galezi prze-
mystu. Barwniki sg stosowane do barwienia wielu materiatow m.in. wtokien tekstylnych,
papieru, skory, plastiku, materiatbw budowlanych, kosmetykéw czy zywnosci. Rosnace
zapotrzebowanie, zbyt i wysokie koszty pozyskiwania barwnikow naturalnych przyczy-
nity si¢ do odkrycia pierwszego barwnika syntetycznego — aniliny [1]. Przemyst wto-
kienniczy jest zlokalizowany gtéwnie W krajach rozwijajacych sie, takich jak Indie czy
Bangladesz. Kraje te nie przestrzegaja W petni norm dotyczacych odprowadzania $cie-
kow ze wzgledu na czesty brak systemow oczyszczania. Odprowadzajg duze ilo$ci nieo-
czyszczonych lub czgéciowo oczyszczonych $ciekow farbiarskich, co prowadzi do
ogromnego zanieczyszczenia Srodowiska. W przypadku wigkszosci barwnikoéw nie sg
znane ani maksymalne limity ich odprowadzania, ani skutki toksykologiczne, ktore sa
W stanie spowodowaé. Zazwyczaj przepisy okreslaja rodzaj barwnika, ale nie definiuja
dopuszczalnych wartosci, a czasem wymagaja jedynie pomiaru barwy i nie wymagaja
wartosci granicznych dla zanieczyszczonej wody [1, 2]. Barwniki, ktore znajduja si¢
W zbiornikach wodnych zmniejszaja przechodzenie $§wiatla slonecznego, zwigkszaja
biochemiczne i chemiczne zapotrzebowanie na tlen i hamujg wzrost rodlin. Barwniki
syntetyczne sg toksyczne, mutagenne i rakotwoércze. Przykladowo, czerwien dyspersyjna
1 wykorzystywany w przemys$le widkienniczym wykazuje aktywno$¢ mutagenna na
poziomie chromosoméw. Podobnie zachowuje sie oranz dyspersyjny 1, ktéry indukuje
uszkodzenia DNA, a ponadto ma dziatanie cytotoksyczne. w warunkach beztlenowych
rozktadajg sie¢ do rakotwérczych amin aromatycznych [1-5]. Zabiegi stosowane do usu-
wania barwnikow (chemiczne, fizyczne, biologiczne) wykazuja wysoka skutecznosc,
jednak obrobka fizyczna i chemiczna powoduje powstawanie osadow. Mikroorganizmy
takie jak grzyby, bakterie i glony moga odbarwiaé¢, a nawet catkowicie mineralizowac
barwniki [2, 3]. w niniejszym opracowaniu podjeto probe ukazania znaczenia barwni-
kow oraz tego W jaki sposob postep przemystowy w dziedzinie barwienia r6znych mate-
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riatow zwiekszyt ich udzial w zyciu codziennym i spowodowal negatywny wptyw na
srodowisko. Praca ta ma celu ukazanie szerokiego wachlarza korzysci wynikajacych
z zastosowania przemystowego barwnikow, ale izwrocenie uwagi czytelnika, ze ich
odprowadzanie do zbiornikéw wodnych powoduje zaktocenie rownowagi ekosystemu.
Branza i sektory stosujgce barwniki: Barwniki to naturalne lub sztuczne substancje nada-
jace kolor réznym materialom stosowanym w przemys$le m.in. widkienniczym, farma-
ceutycznym, spozywczym, kosmetycznym, tworzyw sztucznych oraz fotograficznym.
Korzysci przemystowe wynikajace ze stosowania sztucznych barwnikow to: stabilnos¢
chemiczna w czasie, obojetno$¢ na rozktad fizyczny, chemiczny i biologiczny, mozli-
wo$¢ nadania koloru wioknom i utrzymanie intensywnosci koloru. Przemyst wiokienni-
czy produkuje widkna w celu uzyskania przgdzy, ktdra jest nastepnie przetwarzana na
tkanine. Koloryzacj¢ tkaniny mozna przeprowadzi¢ w dwojaki sposob. Barwienie to
proces rownomiernego pokrywania witokien tekstylnych barwnikami. Drukowanie pole-
ga na nanoszeniu barwnikow w okre§lonym miejscu tkaniny. w produkcji tkanin zacho-
dzi proces wybielania, czyli usuwania barwnika (dekoloryzacja) z wiokien tekstylnych,
atakze wykanczanie (sieciowanie, zmigkczanie iimpregnacja). Barwniki dzieli si¢
w zalezno$ci od ich pochodzenia na barwniki naturalne, ktore sa znane od czasow staro-
zytnych i pochodza glownie z roslin oraz barwniki syntetyczne [1, 4]. Barwniki stoso-
wane w przemysle widkienniczym wywieraja najwickszy wplyw na srodowisko natural-
ne na calym $wiecie. Barwniki azowe charakteryzuja si¢ niskim kosztem produkcji oraz
wysokg intensywnoscig i trwato$cig kolorow, co sprawito, ze sg najczesciej stosowang
klasg barwnikow. Wybor barwnikow zalezy od stabilnosci wigzan z widknem, dyfuzji,
reaktywno$ci i wlasciwo$ci utrwalajgcych. Oszacowano, ze S$cieki pochodzace
z przemystu wiokienniczego moga zawiera¢ 5-20% barwnikow kwasowych, 0-5%
barwnikow zasadowych, 5-30% barwnikow bezposrednich, 0-10% barwnikow zawiesi-
nowych, 2-10% barwnikow metalokompleksowych, 10-50% barwnikéw reaktywnych
oraz 10-40% barwnikoéw siarkowych [1-5]. Poza intensywnym zabarwieniem $cieki
wilokiennicze charakteryzuja si¢ wysokim pH i zasoleniem oraz wysokim wspotczynni-
kiem ChZT, przy niewspotmiernie niskim wspolczynniku BZT, co powoduje, Ze sa one
malo podatne na procesy biologicznego oczyszczania. W przemysle papierniczym duza
ilo$¢ $ciekdéw pochodzi z barwienia papieru. w przemysle kosmetycznym produkty, takie
jak szminki i lakiery do paznokci zawieraja jeden lub wiecej barwnikow (barwnikow lub
pigmentow) W stezeniu od 1% do 25%, aby uzyskaé pozadane kolory. Jednak najwaz-
niejsza dziatalno$cig przemystu kosmetycznego jest produkcja farb do wioséw, ktora
stanowi okoto 80% preparatow stosowanych w Europie [5, 6].

Barwniki w przemysle spozywczym zwigkszajg atrakcyjnos¢ lub wyroéwnujg zmiany
barwy po przetworzeniu zywnosci. Chociaz rodzaj i st¢zenie barwnikéw dopuszczonych
do barwienia zywnosci sg regulowane przepisami w poszczegélnych krajach to wykaza-
no stosowanie nieodpowiednich barwnikoéw W st¢zeniu przekraczajagcym maksymalne
dopuszczalne, co stwarza zagrozenie dla zdrowia konsumentéw. Ogélnie rzecz biorac,
barwniki dopuszczone do stosowania w zywnosci zgodnie z normami Komisji Kodeksu
Zywno$ciowego moga by¢ rowniez stosowane W przemysle farmaceutycznym. Dlatego
w produktach farmaceutycznych czgsto mozna znalez¢ barwniki takie jak tartrazyna (E-
102) czy zo6tcien pomaraniczowa (E-110) [7].

Wplyw barwnikéw syntetycznych na §rodowisko: Szacuje si¢, ze najwigkszym generato-
rem kolorowych $ciekow jest przemyst witokienniczy. Szkody wyrzadzane srodowisku
nie zaleza jednak wylacznie od ilosci odprowadzanych barwnikow, ale takze od ich
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rodzaju i mozliwoséci oddziatywania. Jest to szczegdlnie niebezpieczne kiedy wchodza
w interakcje z innymi substancjami o wiasciwosciach toksycznych. Scieki barwne, nie-
kiedy zawierajace barwniki, widoczne gotym okiem (<1 ppm) odprowadzane do wod
powierzchniowych lub podziemnych powoduja spadek stezenia tlenu rozpuszczonego
W wodzie, podwyzszajg wartosci parametrow fizykochemicznych i biologicznych, takich
jak chemiczne i biochemiczne zapotrzebowanie tlenu. Generalnie barwniki syntetyczne
nie ulegaja biodegradacji ze wzgledu na swoje wlasciwosci chemiczne i ztozong struktu-
re. Trwalo$¢ barwnikoéw jest §cisle zwigzana z ich reaktywnoscia chemiczna, zwiazki
nienasycone sg mniej trwale niz nasycone. Trwalo$¢ zwigzkéw aromatycznych wzrasta
W miare wzrostu liczby podstawnikow chemicznych i halogenowych. Najbardziej repre-
zentatywne barwniki znajdujgce si¢ W uzyciu nalezg do klas azowych i antrachinono-
wych [8]. Odpady ptynne i state, ktore sa odprowadzane z przemystu widkienniczego
zawierajg oprocz barwnikow inne substancje niebezpieczne. Sa one odpowiedzialne za
zanieczyszczenie lokalnych sktadowisk odpadow i pol uprawnych, zwlaszcza w krajach
rozwijajacych si¢. Zanieczyszczenie gleby powoduje m.in. zahamowanie wzrostu ro$lin.
Barwniki iprodukty uboczne wystepujace W Sciekach lub pytach wytwarzanych
w przemysle wiokienniczym powoduja powazne szkody i dlugotrwate skutki zdrowotne
dla ludzi. Maja one negatywny wptyw na wazne organy np. moézg, nerki, watrobe, czy
serce i uktady (oddechowy, odporno$ciowy, rozrodczy) organizmu ludzkiego. Choroby
moga wystepowaé zar6wno bezposrednio przez wchianianie droga oddechows, np. pro-
blemy z oddychaniem, jak i posrednio przez tancuch pokarmowy [9].

Oczyszczanie Sciekow: Zmniejszenie liczby jednostek barwnych jest jednym
ze wskaznikow oczyszczania $ciekow zawierajacych barwniki. Najbardziej krytycznym
etapem skutecznego oczyszczania jest charakterystyka $ciekow, poniewaz powstajg one
w roznych galeziach przemystu i roznig si¢ pod wzgledem parametréw ustalonych przez
poszczegodlne kraje. Obnizenie kosztow oczyszczania i usunigeie jak najwigkszego od-
setka zanieczyszczen przed odprowadzeniem $ciekéw do zbiornikdw wodnych bylo
przedmiotem wielu badan w tym obejmujacych procesy chemiczne, fizyczne, bioche-
miczne, biologiczne i hybrydowe. Sa one zwykle stosowane do redukcji zanieczyszczen
w $ciekach przemystowych. Sposrod trzech rodzajow oczyszczania $ciekow (biologicz-
nego, chemicznego i fizycznego), eliminacja barwnikow za pomocg procesoéw fizycz-
nych jest najczestsza. Procesy fizyczne sg prostymi i skutecznymi metodami, ktore
obejmujg adsorpcj¢, flotacje, sedymentacje, napromieniowanie, filtracj¢ membranowsa
(nanofiltracje, ultrafiltracj¢) i odwrocong osmoze. Sg to procesy nieniszczace, jednak
w zalezno$ci od sposobu oczyszczania moga powstawaé trudne do usunigcia
i przetworzenia niebezpieczne osady $ciekowe. Chemiczne uzdatnianie wody jest drogie
W poroéwnaniu Z procesami fizycznymi lub biologicznymi. Stosowanie systemow hybry-
dowych taczacych obrobke fizyczng i chemiczng jest czesta praktyka w przypadku usu-
wania barwnikéw jako strategii zmniejszania zanieczyszczenia [5]. Adsorpcja jest zali-
czana do jednych z najskuteczniejszych i tatwych do zastosowania metod w przypadku,
gdy $cieki zawieraja wiele réznych barwnikéw. Odpowiedni adsorbent dobiera si¢
w zalezno$ci od jego powinowactwa i zdolnosci do regeneracji [10, 11].

Whioski: Stosowanie barwnikéw naznaczyto historie rozwoju technologicznego oraz
ludzkosci. Odkrycie barwnikéw syntetycznych zmienito produkcje barwnikéw i sposoby
ich stosowania Rozwdj cywilizacji sprzyjal upowszechnianiu si¢ barwnikdéw syntetycz-
nych, jednak pozniej wigkszos¢ z nich uznano za wysoce toksyczne. Sg one stabo biode-
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gradowalne, szkodliwe dla srodowiska, powoduja mutacje, zmiany metaboliczne, maja
dziatanie rakotworcze i ulegaja bioakumulacji. Wszystko to wptywa na organizmy zyja-
ce w zbiornikach wodnych, ale takze na zdrowie cztowieka. Istnieja fizyczne, chemiczne
i biologiczne metody usuwania barwnikow ze Sciekow. Wybor najbardziej odpowied-
niego sposobu ich eliminacji ze $ciekow zalezy od rodzaju oczyszczania, ilosci sciekow
oraz rodzaju i stezenia barwnika. Ten szybki rozwdj wywiera duzg presje na rzady, ktore
musza by¢ bardziej §wiadome konsekwencji niekontrolowanego odprowadzania Sciekow
tekstylnych i ich wplywu na wszystkie aspekty zycia. Nalezy narzucié¢ surowe przepisy
na przemyst tekstylny i barwnikow syntetycznych takie jak stosowanie przyjaznych dla
srodowiska barwnikow i widkien, rozwijanie stosowanych technik oczyszczania oraz
zmniejszanie zuzycia wody i energii.

Podziekowania: Pragne podziekowa¢ dr. hab. Monice Wawrzkiewicz, prof. UMCS
za wsparcie merytoryczne i za wszelakie wskazéwki.
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UTLENIANIE BARWNIKA TEKSTYLNEGO ZIELENI
KWASOWEJ 16 w UKLADZIE Fe?* /NADKWAS OCTOWY
oraz Fe*'/SWIATLO/NADKWAS OCTOWY

D. KIEJZA!, U. KOTOWSKA? J. KARPINSKA? ‘Uniwersytet w Biatymstoku,
Szkota Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych, ul. Ciotkowskiego 1 K, 15-245 Bia-
tystok, 2Uniwersytet w Biatymstoku, Wydzial Chemii, Katedra Chemii Analitycznej
i Nieorganicznej, ul. Ciotkowskiego 1 K, 15-245 Biatystok.

Abstrakt: Zaawansowane procesy utleniania w dalszym ciggu ciesza si¢ powodzeniem
w badaniach nad usuwaniem réznego typu mikrozanieczyszczen organicznych. W pracy
przedstawiono wyniki badan procesu degradacji barwnika przemystowego zieleni kwa-
sowej 16 za pomoca nadkwasu octowego (ang. peracetic acid, PAA) aktywowanego
jonami zelaza(Il) oraz jonami Zelaza i §wiatlem. W mieszaninie reakcyjnej zawierajacej
228 mg/L nadkwasu octowego, 10° mol/L jonéw zelaza(Il), barwnik o poczatkowym
stezeniu 500 mg/L utlenia si¢ zgodnie z kinetyka pierwszego rzgdu z wydajnoscia 99%
w czasie 15 minut w ukladzie Fe**/$wiatto/PAA oraz 60 minut w uktadzie Fe*"/PAA.

Wprowadzenie: Barwniki tekstylne stosowane sa do barwienia tkanin naturalnych,
syntetycznych, sztucznych i mieszanych oraz materiatow takich jak wetna, jedwab, ny-
lon, poliester, akryl, polioctan i poliuretan. Szacuje sig, ze ponad 10 000 réznych barw-
nikow i pigmentow jest wykorzystywanych przemystowo, a rocznie na catym $wiecie
produkuje si¢ ponad 800 tys. ton barwnikow syntetycznych. Scieki powstate w procesie
barwienia tkanin generuja 20% przemystowego zanieczyszczenia wody na $wiecie [1].
Scieki tekstylne zawieraja pozostatosci barwnikéw oraz substancji pomocniczych stoso-
wanych w procesie barwienia (kwasy karboksylowe, surfaktanty, sole) [2]. Obecnos¢
tego typu zanieczyszczen nie jest obojetna dla srodowiska [3] (rys. 1.).
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Rys. 1. Wplyw barwnikow wiokienniczych na srodowisko [3].

Ogromna ilos¢ barwnikéw réznigeych sie budowa i whasciwosciami chemicznymi (licz-
ba grup chromoforowych, rozpuszczalnoscig, polarnoscig) wymaga potgczenia wielu
metod usuwania zanieczyszczen (filtracji, biodegradacji, utleniania), czynigc proces
oczyszczania $ciekoOw procesem nieekonomicznym oraz przekraczajacym mozliwosci
aparaturowe wielu zakladow oczyszczania. Pomocne W usuwaniu barwnikow tekstyl-
nych moga by¢ zaawansowane procesy utleniania (ang. Advanced Oxidation Processes,
AOPs), do ktorych nalezy m.in. utlenianie za pomocg nadkwasu octowego. w literaturze
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naukowej mozna wymieni¢ jedynie kilka Zrodet opisujacych proces usuwania barwni-
kow syntetycznych z wykorzystaniem nadkwasu octowego [4-8]. Brakuje wigc wyczer-
pujacych informacji dotyczacych degradacji tych zwiazkow. w zwiazku z tym podjeto
badania przebiegu degradacji zieleni kwasowej 16 (AG 16) (rys. 2a) nadkwasem octo-
wym (rys. 2b) w obecnosci jonow Fe?* oraz w obecnosci jonow Fe? i symulowanego
$wiatla stonecznego.

(H;C),N N*(CHy),
0----- H
O / / \
(0]
o
H;C
Na0,S S0y

3
@ (b)
Rys. 2. Wzory strukturalne (a) zieleni kwasowej, (b) nadkwasu octowego.

Zielen kwasowa 16 (ang. Acid Green 16, AG16) jest barwnikiem tekstylnym nalezagcym
do grupy barwnikéw trifenylometanowych. Znalazt on szerokie zastosowanie
W przemysle wtokienniczym, zwlaszcza do barwienia wetny i jedwabiu. Badania toksy-
kologiczne wykazaly, ze barwnik AG16 ma dziatanie genotoksyczne i mutagenne
u myszy [9].

Cze$¢ eksperymentalna: Proces utleniania zieleni kwasowej 16 prowadzono w dwoch
uktadach: jony zelaza(Il)/nadkwas octowy oraz jony zelaza(Il)/naswietlanie /nadkwas
octowy. W tym celu przygotowano 200 mL roztworu zawierajacego 500 mg/L barwnika
i 10° mol/L jonéw zelaza. Reakcje utleniania inicjowano poprzez dodanie roztworu
nadkwasu octowego. Poczatkowe stezenie nadkwasu wynosito 76 mg/L. Utlenianie
prowadzono w ciemnosci oraz warunkach naswietlania symulowanym $wiatlem sto-
necznym o natezeniu 1000 W/m? pH takiej mieszaniny wynosito okoto 2,6. Ekspery-
ment przeprowadzono przy pH 3, ktére osiagnicto poprzez dodatek 0,5 mol/L roztworu
NaOH. Kwasowe §rodowisko reakcji zapobiegato wytracaniu si¢ wodorotlenkow zelaza,
co zmniejszytoby skuteczno$¢ tworzenia rodnikéw z PAA. Ponadto proces technolo-
giczny barwienia tkanin zielenig kwasowa 16 odbywa si¢ w roztworach kwasowych, co
w przypadku wykorzystania nadkwasu octowego aktywowanego jonami zelaza(Il) nie
wymaga dodatkowej modyfikacji matrycy probki. Po odpowiednim czasie pobierano 5
mL mieszaniny reakcyjnej, dodawano 200 pL 20% tiosiarczanu sodu w celu zatrzyma-
nia aktywno$ci rodnikow. Biezace stezenie barwnika okre§lono mierzac absorbancje
roztworu przy A=639 nm.

Whyniki: Degradacja barwnika zachodzi w wyniku reakcji z rodnikami, ktorych zrodtem
jest nadkwas octowy oraz nadtlenek diwodoru obecny w roztworze. Do okre$lenia op-
tymalnych warunkéw badanego procesu zastosowano rézne stezenia utleniacza tj. 76,
152, 228, 380 i 760 mg/L PAA przy stalym stezeniu jonéw zelaza (10° mol/L). Odpo-
wiada to stosunkom molowym utleniacza do aktywatora rownym odpowiednio 1:1, 2:1,
3:1, 5:1, 10:1 (rys. 3.). Z otrzymanych zalezno$ci wynika, ze proces odbarwiania AG16
W ciemnosci jest wolniejszy niz W obecno$ci dodatkowego aktywatora, jakim jest §wia-
tto. Zbyt niskie stezenie PAA (76 mg/L) nie jest w stanie calkowicie usuna¢ barwnika.
W ciggu 5 min barwnik jest usuwany w okoto 60%, nastepnie reakcja ulega zatrzymaniu.
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Ze wzgledu na niskie st¢zenie utleniacza powstaje niewiele rodnikow, co przektada si¢
na skuteczno$¢ usuwania. Wraz ze wzrostem stgzenia nadkwasu octowego degradacja
barwnika przyspiesza i tym samym wzrasta wydajno$¢ procesu.

1+ 1 4
—e— 76 mg/L —e— 76 mg/L
0,8 152 mg/L 0,8 152 mg/L
—— 228 mg/L —— 228 mg/L
- 06 —a— 380 mg/L 20,6 —a— 380 mg/L
(@) (@)
R ——a— 760 mg/L ~ ——a— 760 mg/L
O ©o4
0,2
0 4 N S e S X SR .
0 60 120 180 240 0 60 120 180 240
czas utleniania, min czas utleniania, min

@ (b)

Rys. 3. Wplyw poczatkowego stezenia nadkwasu octowego na proces utleniania AG16 W uktadzie (a) Fe*'/PAA
oraz (b) Fe®*/éwiatto/PAA. Poczatkowe stezenie jonow zelaza wynosi 10° mol/L, pH=3.

Przy stezeniu utleniacza wynoszacym 152 mg/L proces utleniania zachodzi wydajniej.
w tych warunkach pozostaje okolo 5 % poczatkowego stezenia AG 16 po czasie 5
i 30 minut, odpowiednio w uktadzie Fe**/$wiatto/PAA i Fe?*/PAA. Nastepnie, z powodu
wyczerpania si¢ rodnikow, proces si¢ zatrzymuje. w przypadku 380 i 760 mg/L PAA
proces przebiega wolniej, 99% barwnika usuwane jest po 120 minutach. Do dalszych
badan wybrano uktad zawierajacy 228 mg/L PAA, w ktorym 86.89 i 98.64 % poczatko-
wego stezenia barwnika zostato usunigte W ciggu 15 minut, odpowiednio w uktadach
Fe”*/PAA i Fe*'/swiatlo/PAA. Sg to uktady o najnizszym mozliwym i najskuteczniej-
szym st¢zeniu utleniacza powodujagcym odbarwienie roztworu. Zbyt wysokie stezenie
utleniacza moze spowodowa¢ zmniejszenie szybkosci reakcji. Efekt ten jest spowodo-
wany powstawaniem duzej liczby rodnikow, ktore reagujac ze sobg wzajemnie si¢ wy-
gaszajg. Wspomaganie procesu swiattem znacznie przyspiesza usuwanie AG 16. Na-
$wietlanie mieszaniny reakcyjnej zwicksza ilo$¢ rodnikow W roztworze, poniewaz $wia-
tlo inicjuje rozktad nadtlenku diwodoru obecnego w rownowagowej mieszaninie z nad-
kwasem octowym [10]:
H202 +hv — 2'0OH
Dodatkowo, pod wptywem $wiatta zachodzi rozklad nadkwasu octowego zgodnie
Z ponizszym roéwnaniem:
CH5C(O)OOH + hv — "OH + CH,C(0)0O’

W celu opisu kinetyki utleniania AG 16 wyznaczono potlogarytmiczne krzywe zalezno-
§ci stezenia barwnika w funkcji czasu (rys. 4.). Warto$ci nachylenia poszczegdlnych
krzywych sa rowne statej szybkosci reakcji utleniania. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
usuwanie AG16 odbywa si¢ zgodnie z kinetyka pseudo-pierwszego rzedu. Ponadto,
proces utleniania barwnika w obu uktadach zachodzi w dwoch etapach: pierwszy-szybki
(czas 0-60 min i 0-15 min, odpowiednio dla uktadow Fe**/PAA i Fe**/swiatto/PAA) oraz
drugi-wolny  (60-240 min i15-240 min, odpowiednio dla ukladow Fe*/PAA
i Fe”"/swiatto/PAA) (tab. 1.). Szybko$¢ pierwszego etapu wynika miedzy innymi z od-
powiedniej ilodci utleniacza, natomiast spowolnienie w drugim przedziale czasowym
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wynika z wyczerpania zrodla reaktywnych rodnikow oraz spadku stgzenia badanego
analitu.

5,0 *
- eeeesIILLLY|
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Rys. 4. Potlogarytmiczne krzywe obrazujace ubytek barwnika w funkcji czasu.

Tabela 1. Podsumowanie Kinetyki utleniania zieleni kwasowej 16.

Proces Etap R? k; (min™) to5 (Min)
Fe* PAA 0-60 min 0.994 0.0660 10.5
e
60-240 min 0.985 0.0026 266.6
o) . 0-15 min 0.999 0.2883 2.4
Fe*"/$wiatto/PAA -
15-240 min 0.969 0.0009 770

Whioski: Na efektywnos¢ procesu utleniania ma wpltyw poczatkowe stezenie utleniacza,
stezenie aktywatora (jonéw zelaza(Il)) oraz pH matrycy. Nadkwas octowy moze byc¢
stosowany jako efektywny utleniacz réznego typu zanieczyszczen obecnych w wodzie
i Sciekach, w tym rowniez barwnikow tekstylnych.

Badania zostaly zrealizowane zgrantu finansowanego przez NCN, UMO
2019/33/B/NZ8/00012.
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WYDAJNOSC, KINETYKA i MECHANIZMY USUWANIA
BARWNIKOW z ROZTWOROW MODELOWYCH za POMOCA
WOLFFIA ARRHIZA

W. POLINSKA!, U. KOTOWSKA?, J. KARPINSKA? *Uniwersytet w Biatymstoku,
Szkota Doktorska Nauk Scis%ych i Przyrodniczych, ul. Ciotkowskiego 1K, 15-245, Bia-
tystok, 2Uniwersytet w Biatymstoku, Wydzial Chemii, Katedra Chemii Analitycznej
i Nieorganicznej, ul. Ciotkowskiego 1K, 15-245, Biatystok.

Abstrakt: Barwniki nalezg do grupy najczesciej zatruwajacych zbiorniki wodne zanie-
czyszczen antropogenicznych. Obecno$¢ zwigzkow barwigcych komplikuje proces
oczyszczania w konwencjonalnych oczyszczalniach $ciekow. Problem ten wynika glow-
nie ze zlozonej budowy czasteczek barwnikéw oraz nieprzystosowania zaktadow
oczyszczania do tego typu zanieczyszczen. Co wigeej barwnikom towarzyszy skompli-
kowany sktad matrycy, co czgsto uniemozliwia stosowanie dodatkowych etapow
oczyszczania. Stad rodzi si¢ potrzeba poszukiwania nowych, ekologicznych i wydajnych
metod usuwania zanieczyszczen. W prezentowanych badaniach sprawdzono efektywnos¢
ro$liny ptywajacej Wolffia arrhiza w usuwaniu barwnikow fioletu kwasowego 1, zieleni
kwasowej 16, czerwieni kwasowej 1, zotcieni bezposredniej 44 oraz oranzu bezposred-
niego 26 zroztworéw modelowych. w czasie okresu hodowli (14 dni) z najwieksza
wydajnoscia zostala usunigta zielen kwasowa 16 (98,84%) za$ z najnizsza wydajnoscia
z6kcien bezposrednia 44 (53,73%).

Wprowadzenie: Barwniki sg zwigzkami chemicznymi, ktore maja zdolno$¢ do pochta-
niania i przeksztatcania energii promieniowania elektromagnetycznego w zakresie wi-
dzialnym, bliskiej podczerwieni i bliskiego ultrafioletu. Sa one uzywane, aby przenies¢
te wlasciwo$¢ na inne substancje czy wyroby. Barwniki sg zwigzkami o zréznicowanej
strukturze, ze wzgledu na pochodzenie mozemy wyrézni¢ barwniki naturalne i sztuczne.
Barwniki syntetyczne w zalezno$ci od barwionego widkna dzieli si¢ na kwasowe, zasa-
dowe, bezposrednie, reaktywne, zaprawowe, kadziowe oraz zawiesinowe [1]. Roczna
$wiatowa produkcja barwnikow syntetycznych wynosi ok. 0,7 miliona ton [2]. Szacuje
si¢, ze w przemysle wykorzystuje si¢ ponad 10 000 r6znych barwnikow i pigmentow [2].
Barwniki charakteryzuja si¢ szeroka gama zastosowan: od przemystu drzewnego, bu-
dowlanego, spozywczego, graficznego, do widkienniczego, W ktorym sg intensywnie
wykorzystywane [3]. Ze wzgledu na mnogos$¢ aplikacji, barwniki staly si¢ integralng
czg$cig Sciekow przemystowych. Istnieja doniesienia o toksycznosci barwnikow,
anawet kancerogennos$ci [4]. z powodu zagrozenia organizméw zywych i srodowiska
$cieki przemystowe powinny by¢ odpowiednio oczyszczane z tych substancji. Stosowa-
ne sa klasyczne metody oczyszczania wod i Sciekow z barwnikow lub potgczenia roz-
nych metod uzdatniania (m.in. adsorpcja, zaawansowane procesy utleniania, procesy
membranowe) [5-7]. Wadami tych metod poza niedostateczng efektywnoS$cig sg: dodatek
substancji chemicznych, a wiec mato ekologiczne podejscie, skomplikowany uktad,
dhugie i ucigzliwe przygotowanie czy trudna obstuga. Dlatego poszukuje si¢ metod jak
najbardziej wydajnych i ,,zielonych”. Mozliwo$cia, ktora spelnia wszystkie ekologiczne
przestanki jest wykorzystanie ro$lin ptywajacych do usuwania barwnikéw samodzielnie
lub w potaczeniu z innymi metodami. Niewatpliwg zaleta fitoremediacji jest wykorzy-
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stanie organizmow roslinnych, ktéore mozemy pobrac¢ ze Srodowiska. Za$ caly proces
uzdatniania jest systemem nap¢dzanym energiag stoneczng, wigc nie wymaga nakladow
energetycznych czy stosowania dodatkowych substancji. Proces fitoremediacji jest fatwy
w obstudze inie wymaga wykwalifikowanego personelu. Idealne do zastosowania sa
ro$liny wolno pltywajace z rodziny Lemnaceae. Ro$liny z tej rodziny szybko zwigkszaja
swoja biomasg, a takze z tatwoscia przystosowuja si¢ do zmiennych warunkow Srodowi-
ska. Co wigcej rosliny te majg zdolno$¢ akumulacji i asymilacji zanieczyszczen [8,9].
Do usuniecia barwnikéw z wody zaproponowatam uzycie rosliny Wolffia arrhiza, ktora
nalezy do rodziny Lemnaceae. Jest ona najbardziej zaawansowanym ewolucyjnie gatun-
kiem roslinnym [10]. Ma owalny ksztatt ijest najmniejszg okrytozalazkows rosling
kwitnaca [11]. Rosliny z rodzaju Wolffia zwykle mierza tylko od mniej niz milimetra do
kilku milimetrow [12]. Wolffia rozmnaza si¢ bezptciowo, co pozwala na szybki przyrost.
Ze wzgledu na swoje wlasciwosci Wolffia znajduje zastosowanie jako organizm mode-
lowy do badan fizjologii, biochemii i ekotoksykologii roslin [11]. Wolffia akumuluje
duze ilosci fosforu i azotu i dlatego jest stosowana jako nawéz [13] oraz jako bioreme-
diator nadmiaru azotu i fosforu [14,15]. Posiada rowniez zdolnos$¢ akumulacji metali
cigzkich, arsenu [16], chromu, kadmu [17] iotowiu [18] oraz cyjanotoksyn [19].
W. arrhiza moze tez by¢ z powodzeniem stosowana do fitoremediacji $ciekow [20].

Czes$¢ eksperymentalna: Hodowle roslinne prowadzone byty z uzyciem pozywki Hut-
nera wzbogaconej w badany zwigzek. Przebadang grupg zwigzkow byty barwniki: fiolet
kwasowy 1 (AV 1), zielen kwasowa 16 (AG 16), czerwien kwasowa 1 (AR 1), zélcien
bezposrednia 44 (DY 44) oraz oranz bezposredni 26 (DO 26). Kazdy z eksperymentow
wykonany zostat w wysterylizowanych naczyniach, gdzie umieszczono 2 g ro$liny
W. arrhiza i 100 ml roztworu wodnego z pozywka i barwnikiem (C=25 mg/L). Ekspe-
rymenty przeprowadzone byly W réznych warunkach na zywych i martwych ro$linach
W obecnosci $wiatla oraz bez udzialu roslin w ciemnosci i $wietle. Zatrzymanie proce-
sOw zyciowych zostalo wykonane poprzez hodowl¢ rosliny w roztworze azydku sodu
0 stezeniu 2 g/L przez 5 dni. Przeprowadzenie tych hodowli pozwolito oszacowa¢ udziat
procesow biotycznych (pobieranie przez rosliny, metabolizm) i abiotycznych (hydroliza,
fotodegradacja, adsorpcja na powierzchni roslin) w kinetyce usuwania barwnikow.
Okreslono sktad ilociowy kazdego barwnika w analizowanej probce modelowej przed
i w trakcie hodowli na podstawie zmiany absorbancji. Zmiany zawarto$ci barwnikoéw
w pozywkach zostaty zbadane w dniu rozpoczecia hodowli oraz po 1, 2, 5, 7 i 14 dniach.
Na podstawie uzyskanych wynikow wyznaczono Kinetyk¢ usuwania poszczegdlnych
barwnikow przez rosling, state szybko$ci usuwania, okres pottrwania badanych barwni-
kéw oraz okreslono mechanizmy usuwania barwnikow.

Whyniki: Otrzymane wyniki pozwalaja na uporzadkowanie badanych barwnikow wedhug
ich odpornos$ci na usuwanie z roztworu przez W. arrhiza w nastepujacy sposob: AG 16
<AR 1<DO0 26 <AV 1 <DY 44 zgodnie z otrzymanymi warto$ciami okresow pottrwania.
Wszystkie zbadane barwniki zostaty usuniety z roztworow modelowych w najwickszym
stopniu w ciggu pierwszego dnia hodowli. State szybko$ci usuwania AG 16 W pozostate
dni majg zblizone wartosci i wynoszg od 0,25 dla k; do 0,30 dla kys. Natomiast
w przypadku pozostatych barwnikéw state szybkosci usuwania W pozostatych dniach sa
znacznie nizsze (tabela 1).
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Tabela 1. Wartosci statych szybkosci reakcji pierwszego rzgdu (K) i warto$ci okresu pottrwania (ty,) barwni-
kow obliczone dla eksperymentow przeprowadzonych z W. arrhiza na pozywce modelowej w obecnosci
Swiatla.

Barwnik ki k. ks ks ki |ty (dni)
AR 1 042 | 017 | 010 | 004 | 0,09 6,19
AG16 | 075 | 029 | 028 | 025 | 030 2,18
DY44 | 023 | 001 | 007 | 008 | 002 12,59
DO26 | 017 | 010 | 009 | 010 | 011 6,28
AV 1 036 | 017 | 010 | 007 | 005 7,65

W ciggu 14 dni hodowli zzywa ro$ling barwnik AG 16 zostal usuniety
z efektywnoscia 98,84%, AR 1 zefektywnoscia 79,12%, DO 26 z efektywnoscia
78,65%, AV 1 z efektywnos$cig 71,89%, za$ DY 44 z efektywnoscig 53,73% (rysunek 1).

—t— AR1 AG16 ——t—DY44 —@—DO026 —m—AV1
253

20

15

STEZENIE [MG/L]

10

5]
CZAS [DNIT

Rys.1. Zmiana stezen barwnikow w czasie 14 dni hodowli prowadzonej z Wolffia arrhiza w obecnosci $wia-
tha.

Tabela 2. State szybko$ci usuwania barwnikéw dla obserwowanych mechanizméw.

k. Lo
. pochtaniania
Barwnik khyd rolizy kfolodegradacji ksorpcji

przez roéling

AR1 0,0004 0,0000 0,0065 0,1054
AG 16 0,0142 0,0001 0,0171 0,2867
DY 44 0,0114 0,0000 0,0282 0,0205
DO 26 0,0000 0,0044 0,0556 0,0503
AV1 0,0000 0,0000 0,0553 0,0354

Mechanizmem, ktory bierze udziat w najwigkszy stopniu W usuwaniu barwnikow DO
26, AV 1 i DY 44 jest sorpcja. Natomiast pochtanianie przez rosling ma najwickszy
udziat w usuwaniu barwnika AG 16 i AR 1. Hydroliza i fotodegradacja maja niewielki
wktad w mechanizmach usuwania barwnikéw z roztworow modelowych. Hydroliza
zachodzi w najwigkszym stopniu dla barwnikow AG 16 i DY 44, za$ fotodegradacja dla
DO 26 (tabela 2).
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Whioski: Eksperymenty wykazaty, ze roslina byta w stanie usunaé¢ kazdy rodzaj barw-
nika, wptywu nie miata wigc grupa, do ktorej nalezat dany barwnik. Barwnik AG 16
udato si¢ usunaé¢ z najwigksza wydajnoscia, ulega on wigc najtatwiej biodegradacji.
Pochtanianie przez rosling W. arrhiza miato duzy udzial wusuwaniu kazdego
z barwnikow, za$ najtatwiej pochtaniane przez rosling byly AR 1 oraz AG 16. Sorpcja
barwnika na roslinie zachodzita najwydajniej dla trzech z pigciu badanych barwnikow
DY 44, DO 26, AV 1. Barwniki odporne sa na fotodegradacje, o czym §wiadczg bardzo
niskie stale szybkosci tego procesu. Fitoremediacja przy uzyciu roéliny Wolffia arrhiza
z powodzeniem moze by¢ stosowana jako nowy ekologiczny sposdb usuwania barwni-
kéw tekstylnych z wod czy $ciekow.

Praca wykonana w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki nr UMO-
2019/33/B/NZ8/00012.
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COMPOSITES BASED ON KAOLIN, ACTIVATED CARBON, and
LAVENDER as COSMETIC INGREDIENTS

A. BOSACKA!, V.V. PAIENTKO? E.O. ORANSKA? Y. LYTVYNENKO? N.V.
STOLYARCHUK? ~ R.B. KOZAKEVYCH? SV. SEVOSTYANOV?
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A. CHRZANOWSKA!, *Maria Curie-Sklodowska University, Institute of Chemical
Sciences, Faculty of Chemistry, Department of Physical Chemistry, Maria Sktodowska-
Curie Square 3, 20-031 Lublin; *National Academy of Sciences, Institute of Chemistry,
General Naumov Street 17, 03164 Kyiv; *National Academy of Sciences, Institute of
Environmental Geochemistry, Akademika Palladina Avenue 34A, 03680 Kyiv; “T-LAB
Academy, Heroiv Dnipra Street 32A, 04214 Kyiv.

Abstract: Kaolin-carbon and kaolin-carbon-lavender composites were obtained by
mechanochemical activation using a knife milling ensuring a high degree of phase dis-
persion. The obtained composites, differing in composition, were examined in terms of
their structural and morphological properties, and the Kkinetics release of anthocyanin.
Carcinogenicity, toxicity and development, as well as allergenicity and immunotoxicity
of the composites, were assessed using the "RANA" program (Institute of Surface
Chemistry of the National Academy of Sciences of Ukraine). The kaolin-carbon-
lavender composite with the highest concentration of anthocyanin was tested as
a shampoo recipe by the T-lab company (Kyiv, Ukraine).

Introduction: Anthocyanins are chemical compounds that can be red, purple, blue or
black depending on the pH. Anthocyanins belong to the group of flavonoids and may
have have a positive effect on human health. They could protect humans against the
formation of free radicals responsible for oxidative stress and the development of various
diseases. Anthocyanins occur in many plants, mostly in purple colour (lavender, berries,
violet) [1-2]. Porcelain clay is also known as Chinese clay, white clay, or kaolin. The
name of kaolin comes from the Chinese mountain Kao-ling, where white clay was mined
for centuries. Initially, kaolin was used to produce porcelain. It is a precious mineral that,
due to its nutritious, brightening, and cleansing properties, is often used in cosmetics
products for the face, body, hair, or teeth [3-4]. Activated carbon, known as a charcoal
powder is also often applied in cosmetics composition: masks toothpaste, due to its its
cleansing and brightening properties [5-6]. The combination of kaolin, activated carbon,
and a plant rich in anthocyanin in the form of the composite may be attractive as cosmet-
ic recipes.

Experimental part: The kaolin-carbon and kaolin-carbon-lavender composites were
obtained by mechanochemical activation using a knife mill (Rainberg, 3 minutes, 10000
rpm). Fourier Transform Infrared (FT-IR) measurements were performed on the Thermo
Nicolet NEXUS 470 apparatus (Massachusetts, USA) in the wavenumber range of 400-
4000 cm™. X-ray diffraction patterns of kaolin, and kaolin-based composites were rec-
orded on DRON-4-07 diffractometer (Burevestnik) in copper radiation (A=1.5418 A)
with X-ray beam focusing on Bragg-Brentanoa geometry, in the angular range of 5-70
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degrees. Phase identification was carried out using an X-ray database PDF-2. SEM anal-
ysis was carried out on JSM-6490LV Jeol Ltd (Japan) apparatus. The kinetic release of
anthocyanin in kaolin-carbon-lavender composites was investigated using a UV-Vis
spectrophotometer SV40. The absorbance measurements were carried out at 510 nm.

Results and discussion: The spectra of kaolin (VAC-1), and kaolin-carbon composites
(VAC-5, VAC-9) are presented in Figure 1A. Overall, the presence of carbon in compo-
sites reduces the intensity of the kaolin peaks. Kaolin consists mainly of kaolinite which
is a layered mineral consisting of one tetrahedral sheet of silica linked through oxygen
atoms to one octahedral sheet of alumina octahedral. For, all tested materials characteris-
tic vibrations originating from kaolinite are observed. The peaks at 3690 cm™ and 3660
cm™ corresponding to the stretching vibrations of -OH (AI-OH) groups are reported.
Below 1200 cm™, stretching and deformation vibrations of the Si-O, Al-OH, and Si-O-
Al groups are visible. In the range of 1900-1500 cm™, stretching vibrations of the C=0
groups are observed. The diffractograms of kaolin and kaolin-carbon composite (VAC-1,
VAC-5) are shown in Fig.1B. The peaks visible on diffractograms are attributed to kao-
linite (ICDD # 83-971) and quartz (ICDD # 86-1630). The decrease in the intensity of
kaolin peaks is related to carbon presence in composites. Generally, results obtained by
FT-IR and XRD measurements are in good agreement.

80 — 30000 —
VACS (3) B
VACS (2)

VAC-5 (2)
VAC (1)

b VAC1 (1)

20000 —

1(s1)

Absorbance (a.u.)

10000 —

‘] 2
1)
L L L I ‘=T 71 T T T 1
4000 3000 2000 1000 20 40 60 80
Wavenumber (cm-1) 26 (deg.)

Fig.1. FT-IR spectra of VAC-1, VAC-5, and VAC-9 (A), and XRD diffractograms of VAC-1, and VAC-5
composites (B).

The morphology of kaolin-carbon and kaolin-carbon-lavender composites was investi-
gated by scanning electron microscopy (SEM). The SEM micrographs are shown in
Fig.2. The changes in morphology related to the different proportions of composite com-
ponents are evident. Fig.2A shows a typical kaolin morphology in the form of heteroge-
neous layered sheets with non-uniform sizes. Fig.2B shows the highly porous structure
of activated carbon. SEM images of kaolin-carbon and kaolin-carbon-lavender compo-
sites containing 10 and 30 percent carbon are shown in Fig. 2C-D and 2E-F, respective-
ly. Changes in the morphology of composite materials related to the amount of carbon
introduced into the kaolin phase were reported. The addition of lavender (Fig. 2D-F) has
some effect on the morphology of the samples.
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Fig.2. SEM image of kaolin (A), activated carbon (B), VAC-5 (95% kaolin, 5% activated carbon) (C), VAC-6
(65% kaolin, 5% activated carbon, 30% lavender) (D), VAC-19 (70% kaolin, 30% activated carbon) (E), and
VAC-20 (70% kaolin, 30% activated carbon,30% lavender) (F).

The influence of the selection of ingredients in terms of carcinogenicity, toxicity, as well
as allergenicity and immunotoxicity, was estimated using the "RANA" program (Insti-
tute of Surface Chemistry of the National Academy of Sciences of Ukraine). The results
received by the RANA program are presented in Fig.3. Both raw ingredients (kaolin,
activated carbon, lavender), as well as kaolin-carbon and kaolin-carbon-lavender compo-

sites, are characterized by low indexes of the above-mentioned factors (below 25%),
which proves that these materials are safe.

& Rana - Component Calculator & Rana  Component Calculator

Frnal weight kgl 100 Final weight kgl 100

Recpe [VACS Recpe |VACSED

Vet kg Comporerts Cortert. %
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Cancer

2 21
Developmertal and Reproductve Toucty Deveiopmertsl and Regroductve Tocty
2
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22 20

Fig.3. RANA estimations of composites (VAC-5, VAC-6).

The study of the kinetic release of anthocyanin with the structure of the molecule shown
in Fig.4 revealed that the highest kinetic release of given anthocyanin was obtained for
the VAC-6 sample with the composition of 65% kaolin, 5% activated carbon, and 30%
lavender. For all tested composites, the concentration of released anthocyanin was in the
range of 0.100-0.120 mg/g, while for plant (lavender) this value was 0.192 mg/g.
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Fig.4. Structure of molecule of the studied anthocyanin (A), and kinetic release of anthocyanin of all tested

composite materials with lavender, and plant (B), shampoo with kaolin-carbon-lavender (VAC-6) composite
(T-LAB, Kyiv, Ukraine).

Taking into account the collected data, the composite VAC-6 turned out to be the appro-
priate shampoo recipe. The shampoo with the kaolin-carbon-lavender composite was
prepared and tested in the T-lab laboratory (Kyiv, Ukraine) and is presented in Fig.4C.

Conclusions: FT-IR and XRD analyses confirmed that the major phase of composites is
kaolinite (a main component of kaolin). The decreases in the peaks intensity on the FT-
IR spectra and XRD diffractograms were connected with the presence of carbon in
a composite. SEM micrographs revealed the changes in the morphology of composites
related to the carbon content. RANA data confirmed that the obtained composites are
characterized by low values of carcinogenicity, toxicity, and allergenicity. Kinetic re-
lease studies allowed for the selection of the composite with the most favourable antho-
cyanin release. The shampoo with kaolin-carbon-lavender composite was prepared and
tested in the laboratory of the T-LAB company (Kyiv, Ukraine) producing cosmetics.
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Abstrakt: The composition of BAS, released after mechanical activation, can be con-
trolled by the composition of the composite.

Introduction: Development of new forms of delivery of bioactive substances (BAS) is
important and actual problem of modern pharmacology and cosmetology[1]. An applica-
tion of BAS carriers allows to get medical forms with improved compatibility with bio-
logical liquids, with controlled time of active component release, high storage stability,
etc. In the present work, we present the composites, based on the kaolin and diatomite,
which provide different forms of active substance loading by means of composition
optimization as well as improvement of formation procedure. Hydrophilicity of the clays
promotes their high moisture capacity and increased BAS loading as aresult. The
wormwood (Artemisia absinthium L.) was selected as a source biologically active sub-
stances. These plant finds wide application in official and unconventional medicine, due
to the presence of complex biologically active substances (BAS) including terpenes,
flavonoids, coumarines, chlorogenic acids, sterines and acetylenes [2, 3]. Medical appli-
cation of A. absinthium mounts, at least, to Roman times. However, in the past century
its’ application was restricted due to the presence of thujone monoterpene, which was
considered as a neurotoxin, in its composition. The newest researches proved an effi-
ciency of A. absinthium for the treatment of Crown disease. Its’ neuroprotective proper-
ties were confirmed and usefulness of this plant for the treatment of strokes was sup-
posed [4]. A. absinthium demonstrates a wide range of therapeutic effects; however,
official recommendations for the use of drugs of this type of wormwood consider only
1-2 leading effects, which greatly narrows its application. ldentifying of new aspects of
A. absinthium application will help to solve a number of practical health care problems,
such as increase of therapeutic opportunities for the diseases treatment and simplification
of experimental researches [5-7].

Methods and materials. Following samples of composite materials were obtained by the
method of mechanochemical activation (fig.1):

clay / A. absinthium / diatomite,

clay / A. absinthium,

clay / A. absinthium / silica,

clay / A. absinthium and electrolyte addition (NaCL - 1%).
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The release of chlorophylls a and b from plant raw materials and clay / diatomite / plant
raw materials composite materials was studied by UV spectroscopy. The pigments were

Fig.1. Scheme of mechanochemical activation.

extracted by acetone according to the procedure, described in [8].

Results and discussion: The release of chlorophyll a and b from plant raw materials and

composite materials was studied (table 1).

Table 1. Release of chlorophyll from hybrid composites and plant raw materials.

Sample

chlorophyll
a (mg/l)

chlorophyll b
(mgfl)

k (mg/1)

chlorophyll
a (mglg)

chlorophyll b
(mg/g)

k (mg/g)

Artemisia
absinthium

2,31

1,54

0,59

0,44

0,30

0,11

Kaolin/
Artemisia
absinthium/
diatomit

2,11

2,08

0,32

0,40

0,40

0,06

Kaolin/
Artemisia
absinthium/
diatomit/
NaCL

2,35

2,93

0,33

0,45

0,56

0,06

Kaolin/
Artemisia
absinthium/
NaCL

3,92

5,47

0,28

0,75

1,05

0,05

Kao-
lin/Artemisia
absinthium/
SiO;

2,04

2,42

0,39

0,39

0,46

0,07

Kao-
lin/Artemisia
absinthium

1,93

2,04

0,24

0,37

0,39

0,05

Kao-
lin/Artemisia
absinthium/
SiO,/ NaCl

1,84

2,06

0,25

0,35

0,39

0,05
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Kao- 2,31 1,54 0,60 0,44 0,30 0,11
lin/Artemisia
absinthium/

NaCl

According to the data above it could be seen, that the composite composition the signifi-
cantly affects the ratio of chlorophyll a and b.

Conclusion: The composition of BAS, released after mechanical activation, can be con-
trolled by the composition of the composite. The influence of NaCl on this process is
rather specific, which is due to the ion exchange properties of the inorganic components
of hybrid composites
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POJEMNOSC SORPCYJNA KOMPOZYTOW
ZEOLITOWO-WEGLOWYCH WZGLEDEM
NIESTEROIDOWEGO LEKU PRZECIWZAPALNEGO

M. MEDYKOWSKA', K. SZEWCZUK-KARPISZ?, M. WISNIEWSKA®,
R. PANEK?® 'Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydzial Chemii,
Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, Pl. Marii
Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin, “Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk w Lublinie, Zaktad Fizykochemii Materialow Porowatych,
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin, ®Politechnika Lubelska, Wydziat Budownictwa
i Architektury, Katedra Inzynierii Materiatéw Budowlanych i Geoinzynierii, ul. Nadby-
strzycka 40, 20-618 Lublin.

Abstrakt: Celem podjetych badan bylo wyznaczenie pojemno$ci adsorpcyjnej dwoch
kompozytéw zeolitowo-weglowych (Na-X(C), Na-P1(C)) wzgledem popularnego nie-
steroidowego leku przeciwzapalnego dostepnego bez recepty — diklofenaku. Pomiary
wielko$ci adsorpcji oraz kinetyki tego procesu zostaly przeprowadzone przy uzyciu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). z kolei przy uzyciu metody nisko-
temperaturowej adsorpcji-desorpcji azotu wyznaczono parametry tekstualne zastosowa-
nych kompozytéw. Badania te wykazaly, ze wyraznie lepsza zdolnoscia adsorpcji leku
cechuje¢ si¢ kompozyt Na-P1(C). Niemniej jednak obydwa kompozyty odznaczaja si¢
wysokim potencjatem aplikacyjnym wzgledem usuwania diklofenaku ze Srodowiska
wodnego, tym samym mogg przyczynic¢ si¢ do opracowania bardziej efektywnych metod
oczyszczania $ciekow z substancji organicznych.

Whprowadzenie: Diklofenak jest jednym z bardziej popularnych niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (NLPZ) dostepnych bez recepty. Jego powszechne zastosowanie wy-
nika zaréwno z szybkiego i wydtuzonego czasu dziatania, jak itez wielu mozliwosci
podania (doustnego, domig¢éniowego, doodbytniczego). Ponadto, w poréwnaniu do in-
nych lekéw przeciwbdlowych z grupy NLPZ, jest on dobrze tolerowany przez organizm,
nie kumuluje si¢ W tkankach oraz rzadko powoduje powazne skutki uboczne [1,2].
Oszacowano, ze jego roczne globalne spozycie to ok. 940 ton. z tego powodu jest on
jednym z czeSciej wystepujacych farmaceutykow w sciekach surowych [3,4]. Strukture
soli sodowej tego zwigzku przedstawiono na rys. 1. Farmaceutyki jako grupa zanie-
czyszczen stanowigcych sktadowa Sciekow, charakteryzuja si¢ bardzo duzym zr6znico-
waniem zaréwno pod wzgledem budowy chemicznej jak i whasciwosci fizykochemicz-
nych. w sktad lekow oprocz substancji czynnych wchodza takze réznego rodzaju wypet-
niacze, barwniki oraz pigmenty, a same substancje czynne mogg trafia¢ do $ciekow
zardwno W postaci niezmienionej lub jako metabolity. w zwigzku z tym, ze toksycznos¢
oraz stg¢zenia farmaceutykéw sa trudne do monitorowania, s3 one uznawane za oporne
na usuwanie niebezpieczne zanieczyszczenia. z tego powodu niezwykle istotnym jest
poszukiwanie rozwigzan majacych na celu zapewnienie efektywnego usuwania substan-
cji szkodliwych z wod oraz $ciekow. Kompozyty zeolitowo-weglowe stanowig obiecuja
grupe adsorbentow pod katem ich wykorzystania do usuwania substancji organicznych,
takich jak diklofenak. Ich trojwymiarowa struktura poréw i kanatow umozliwia efek-
tywng adsorpcj¢, @ same materiaty sg wytwarzane z produktu ubocznego spalania wegla
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kamiennego — popiotu lotnego, co tym samym przyczynia si¢ do jeszcze lepszego zago-
spodarowania ucigzliwych i toksycznych odpadoéw z sektora energetycznego.

Cl Cl

Rys. 1. Struktura soli sodowej diklofenaku [5].

Cze$¢ eksperymentalna: Kompozyty zeolitowo-weglowe (Na-P1(C) i Na-X(C)) otrzy-
mano z wysokoweglowego popiotu lotnego pochodzacego z Elektrocieptowni Janikowo,
wytworzonego w procesie konwencjonalnego spalaniu wegla kamiennego. Zastosowano
hydrotermalng reakcje popiotu lotnego z wodnym roztworem wodorotlenku sodu (48 h,
80 °C) [6]. Pomiary wielkosci adsorpcji farmaceutyku na powierzchni kompozytow
zeolitowo-weglowych (Na-X(C), Na-P1(C)) zostaly przeprowadzone przy uzyciu Soli
sodowej diklofenaku (Cy4H1oCi;NNaO,) (SIGMA-ALDRICH). Jego adsorpcja byta
prowadzona w obecnosci elektrolitu podstawowego (NaCl) o stezeniu 10 mol/dm?
w roztworach o st¢zeniu leku 50 ppm. Probki zostaly przygotowane poprzez dodanie
0,01g wybranego adsorbentu, 1 cm® NaCl o stezeniu wyjéciowym 107 mol/dm®, oraz
odpowiedniej iloéci roztworu diklofenaku o wyjsciowym stezeniu 100 ppm. Nastepnie
w suspensjach ustalono pH o warto$ci 5, uzywajac kwas solny oraz zasad¢ sodowa
0 stezeniach 10" mol/dm?®. Proces adsorpcji prowadzono przez 24 godziny, stosujac
ciaggle mieszanie. Po tym czasie suspensje zostaly przesaczone przez filtry papierowe,
a nastgpnie przez nylonowe filtry strzykawkowe. Stezenie diklofenaku w supernatantach
oznaczano przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) (Ultimate
3000, Dionex, Sunnyvale, CA, USA) sprzezonej z detektorem z matryca fotodiodowsa
i kolumng Hypersil Green PAH (Thermo Fisher Scientific,Waltham, MA, USA). Z kolei
badania kinetyki tego procesu zostaly przeprowadzone W analogiczny sposob,
z wykorzystaniem tych samym warunkow i aparatury. w tym przypadku proces adsorpcji
prowadzony byt odpowiednio przez 0,5; 1; 3; 6; 9; 12 oraz 15 godzin. Parametry tekstu-
alne badanych ciat statych okreslono przy uzyciu aparatu ASAP (Micromeritics Instru-
ment Corporation) wykorzystujac metode niskotemperaturowej adsorpcji-desorpcji azotu
(w temperaturze cieklego azotu 77K (-194,85°C) oraz w zakresie ci$nien wzglednych
p/po zmieniajacych sie w zakresie 1,5-107 do 0,99). Prébki do adsorpcji przygotowano
poprzez odgazowanie w 300°C przez 12h pod zmniejszonym ci$nieniem W porcie odga-
zowujgcym. Nastepnie odgazowywano je w porcie analitycznym przez 4 godziny, row-
niez W 300°C. Powierzchni¢ wiasciwa (Sget) adsorbentdéw wyznaczono za pomocg row-
nania BET. Natomiast objetos¢ mikroporow (Vmicro) | powierzchni¢ (Spicro) okreslono
metoda ,,t-plot”. z kolei rozktad wielko$ci porow w adsorbencie obliczono stosujac me-
tode BJH.

Wyniki: Przeprowadzone badania umozliwily okreslenie zdolno$ci adsorpcyjnych wy-
korzystanych cial statych, co zostato przedstawione na rys. 2. Ilosci zaadsorbowanego
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leku roznily si¢ wyraznie dla obu badanych kompozytow, dla Na-X(C) ilo$¢ ta wynosita
8,49 mg/g adsorbentu, natomiast dla Na-P1(C) - 21,19 mg/g.

8,49
Na-X(C)
2119
Na-P1(C)

o s 10 15 20 25
ZAADSORBOWANA ILOSC [MG/G]

RYys. 2. Zaadsorbowana ilo$¢ diklofenaku na powierzchni kompozytow zeolitowo-weglowych w pH 5.

Przeprowadzone wczes$niej pomiary gestosci tadunku powierzchniowego wykazaly, ze
punkty tadunku zerowego (pzc) badanych kompozytow przypadaja przy pH 8,8 dla Na-
P1(C) oraz 8,5 dla Na-X(C) [7,8]. Zatem w pH 5 wystepuja sprzyjajace warunki elektro-
statyczne dla wigzania anionowego leku (o pK,=4,15) [9] na dodatnio natadowanej po-
wierzchni ciata stalego. Analiza wynikoéw uzyskanych z pomiar6w parametréw tekstual-
nych, zestawionych w tabeli 1, doprowadzita do wniosku, ze wigksza zdolnos$¢ adsorp-
cyjna kompozytu Na-P1(C) w poroéwnaniu do Na-X(C) zwigzana jest z prawie 3-krotnie
wigksza $rednica porow pierwszego z omawianych cial statych. Umozliwia to bardziej
efektywne wnikanie czasteczek leku o rozmiarze 0,97 na 0,98 nm (i powierzchni 0,52
nm?) [10,11] do wnetrza struktury porowatej kompozytu Na-P1(C). Poza tym za proces
wigzania diklofenaku na powierzchni kompozytow weglowo-zeolitowych odpowiedzial-
ne s3 W pewnej mierze oddzialywania hydrofobowe. Oparte sa one na mechanizmie
donorowo-akceptorowym typu n—n elektronowego mi¢gdzy aromatycznymi pier§cieniami
leku i strukturami weglowymi obecnymi na powierzchni badanych materiatow [12].

Tabela 1. Parametry tekstualne kompozytéw zeolitowo-weglowych.

Kompozyt Na-X(C) Na-P1(C)

Sger [m?g] 271,95 69,8

Sicro [M?/g] 188,81 16,9

V, [em¥/g] 0,17 0,12
Vo [cM*/g] 0,07 0,007
D (4V/IA)[nm] 2,56 6,7

Sger — powierzchnia wiasciwa, Spicro — powierzchnia mikroporow, Vi— calkowita objeto$¢ pordw, Vpiero — objeto$¢ mikroporow, D — $redni rozmiar
poroéw.

Rysunek 3 przedstawia zmiany zaadsorbowanej ilosci leku na powierzchniach badanych
ciatach statych w funkcji czasu. Na podstawie analizy przedstawionych danych mozna
stwierdzi¢, ze réwnowaga adsorpcyjna ustala si¢ szybciej W ukladzie zawierajacym
kompozyt Na-X(C), anieznacznie wolniej w ukladzie zawierajgcym Na-P1(C).
w przypadku pierwszego z nich trwa to ok. 6 godzin, natomiast drugiego — ok. 9 godzin.
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ZAADSORBOWANA ILOSC[MG /G]
s

CZAS [H]

KNa-X(C) ® Na-P1(C)

Rys. 3. Zaadsorbowana ilo$¢ diklofenaku na powierzchni kompozytéw zeolitowo-weglowych w funkcji czasu
W pH 5.

Whioski: Uzyskane dane wykazaly, ze za proces wigzania czasteczek diklofenaku na
powierzchni badanych kompozytéw odpowiadaja zarowno oddziatywania elektrostatycz-
ne, jak i hydrofobowe. Ponadto wicksza pojemnos¢ adsorpcyjng wzgledem badanej sub-
stancji organicznej uzyskano dla kompozytu Na-P1(C), co wynika prawdopodobnie
z obecnosci W jego strukturze pordéw o ok. 3-krotnie wigkszej srednicy niz w przypadku
Na-X(C). Niemniej jednak obydwa kompozyty zeolitowo-weglowe moga zostaé
z powodzeniem wykorzystane w procesie usuwania diklofenaku ze srodowiska wodnego.

Prace zostaly zrealizowane w ramach projektu Lider finansowanego przez Naro-
dowe Centrum Badan i Rozwoju, nr umowy LIDER/19/0072/L-9/NCBR/2018.
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POJEMNOSC SORPCYJNA SCHWERTMANNITU WZGLEDEM
JONOW DWUWARTOSCIOWYCH w OBECNOSCI
KONDYCJONERA GLEBOWEGO
“GREEN PAM TACKIFIER”

S. KUKOWSKA!, K. SZEWCZUK-KARPISZ? G. RZEPA® T. BAIDA®, Instytut
Nauk Chemicznych, Wydziat Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, P1. M.
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Abstrakt: Celem niniejszej pracy bylo zbadanie i poréwnanie pojemnosci sorpcyjnej
naturalnego mineralu — schwertmannitu, wzgledem jonéw kadmu(II), bez i w obecnosci
poliakryloamidowego kondycjonera glebowego, w pH 5 i pH 6. Przeprowadzone bada-
nia wykazaly, ze wybrany zwiazek wielkoczasteczkowy przyczynit si¢ do wzrostu wiel-
kosci adsorpcji jonéw kadmu(ll) na powierzchni schwertmannitu. Dodatkowo zaobser-
wowano, ze jednoczesna obecno$¢ kondycjonera glebowego i jonow kadmu(Il) sprzyja
agregacji czastek mineratu.

Wprowadzenie: Kadm (Cd) jest metalem cigzkim malo rozpowszechnionym
w skorupie ziemskiej. Niestety, w wyniku rozwoju przemystu i technologii obserwuje
si¢ wzmozong obecno$¢ tego szkodliwego pierwiastka w powietrzu, wodzie, glebie,
ro$linach i tkankach zwierzecych. Kadm szybko przemieszcza sie¢ W tancuchu troficz-
nym gleba-ro$lina-cztowiek i nie ulega degradacji, a zatem wprowadzony do $rodowiska
naturalnego stanowi bezposrednie zagrozenie dla wszelkich organizmow [1]. W $rodo-
wisku naturalnym kadm wystepuje zwlaszcza jako sktadnik siarczkowych rud cynku,
miedzi i otowiu, ale jest on tez obecny W weglu kamiennym. Jony (Cd*") wykazuja dzia-
fanie toksyczne nawet W niewielkim stezeniu. Wyjatek stanowig okrzemki morskie Tha-
lassiosira weissflogii, ktore potrzebujg tego pierwiastka do prawidtowego dziatania
anhydrazy weglanowej [2]. Negatywne dzialanie kadmu na organizmy jest oparte na
roznych mechanizmach. Jednym znich jest tworzenie wigzan kowalencyjnych
i jonowych z grupami funkcyjnymi zawierajgcymi siarke, tlen oraz wodor, co z kolei
prowadzi do zaklocen homeostazy w komodrkach. Obecno$é kadmu zaburza metabolizm
pierwiastkéw takich jak: wapn, magnez, zelazo, cynk oraz miedz. Wskutek dlugotrwatej
ekspozycji na kadm dochodzi do zatrué, zaburzen czynno$ci nerek, watroby i innych
organéw tatwo akumulujgcych ten pierwiastek. Kadm wykazuje rowniez dziatanie kan-
cerogenne [3]. Najbardziej znaczacy wptyw na fitodostepno$¢ metali ciezkich w glebach
majg wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne gruntu. Nalezg do nich: typ gleby,
pojemno$¢ sorpcyjna, sktad granulometryczny, pH, potencjat redoks oraz obecnos$é
substancji organicznych. Do substancji organicznych nalezy zaliczy¢ nawozy (naturalne,
organiczne, mineralne), zwiazki prochnicze, ktdre z powodzeniem ograniczaja ilosé
metali cigzkich przyswajanych przez organizmy zywe [4].

Istniejg rézne techniki umozliwiajace immobilizacj¢ metali cigzkich i tym samym ogra-
niczenie ich dostgpnos$ci dla roslin i zwierzat, oparte m.in. na zjawiskach adsorpcji, wy-
mianie jonowej, wytracaniu lub tworzeniu komplekséw z ligandami organicznymi. Do
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gleb wprowadzane sa substancje organiczne badz nieorganiczne wigzace szkodliwe jony
metali. Moga by¢ to kompost, skaty fosforanowe, odpady $ciekowe czy popiot z wegla
brunatnego, stosowane razem lub osobno [4]. Ociepa iin. [4] zastosowali mieszanine
substratow odpadowych, sktadajaca si¢ z osadow $ciekowych, wegla brunatnego i jego
popiotow wzbogacona o mineralny nawdz potasowy, W celu immobilizacji cynku
i kadmu. Przewocka [5] wykorzystata wapno dolomitowe. Penido i in. [6] wykorzystali
biowegiel oraz osady $ciekowe, ktére z powodzeniem immobilizowaly miedz, cynk,
chrom, otéw oraz kadm. Unieruchamianie toksycznych metali ciezkich na powierzchni
ciat stalych skutecznie zapobiega zanieczyszczeniu wod powierzchniowych i grunto-
wych [4].

W rolnictwie, w celu poprawy struktury gleby stosuje si¢ flokulanty. Przyczyniaja si¢
one do tworzenia stabilnych agregatow glebowych, co jest pomocne m.in. podczas ob-
siewania skarp. Flokulanty to zwigzki wielkoczasteczkowe, czgsto wykazujace charakter
jonowy, ktore mogg wplywac na obieg kationéw i anionéw W srodowisku glebowym [7].
W niniejszej pracy sprawdzono, w jaki sposob flokulant komercyjny syntetyzowany na
bazie poliakryloamidu — Green PAM tackifier, wptywa na zdolno$¢ sorpcyjna schwert-
mannitu wobec jonow kadmu(ll).

Cze$¢ eksperymentalna: Schwertmannit (SM) to mineral o wzorze sumarycznym
FegOg(OH)g 2x(SOy4)x * nH,0 (gdzie 1 < x < 1,75), wystepujacy jako ochrowy osad. Po-
wstaje W wyniku bezpo$redniego wytracania zelaza W wodach kwasnych (o pH 2-4)
bogatych w siarczany. Schwertmannit wykazuje stabe uporzadkowanie struktury
i wynikajaca ztego ekstremalna drobnokrystaliczno$¢, a morfologia krystalitow jest
zalezna od warunkow powstawania [8]. Schwertmannit wykorzystany w pracach do-
$wiadczalnych pochodzit z obszaru Luku Muzakowa. Jego powierzchnia wiasciwa wy-
nosi 105 m?/g, natomiast punkt zerowego fadunku powierzchniowego (pPHpzc)=3,7. Kon-
dycjonerem glebowym wykorzystanym w badaniach byt komercyjny flokulant Green
PAM tackifier, produkowany przez firm¢ Green — Technologia Hydrosiewu, na bazie
poliakryloamidu anionowego (PAM). Badania adsorpcyjne zostaly przeprowadzone
w temperaturze 25°C, w pH 5 i 6, przy zastosowaniu roztworu 0,001 mol/L CaCl, jako
elektrolitu podstawowego. w celu wyznaczenia izoterm adsorpcji jonow kadmu(ll) na
powierzchni schwertmannitu, do kolb erlenmeyera dodawano 10 mL roztworu zawiera-
jacego odpowiednie objetosci elektrolitu podstawowego, jonéw Cd(ll) (o stezeniach: 10,
30, 50, 70, 100, 150 i 200 ppm) oraz 0,1 g schwertmannitu. Po ustaleniu pH uktadéw,
wytrzasano je przez 24 godziny. w czasie adsorpcji pH uktadow bylo utrzymywane na
stalym poziomie. Po zakonczeniu procesu probki odwirowywano przez 10 minut,
a w uzyskanych klarownych roztworach oznaczano st¢zenie jonow kadmu(Il) za pomoca
elektrody jonoselektywnej firmy Detektor. Wykonano takze badania turbidymetryczne
majace na celu okreslenie wptywu kondycjonera na szybko$¢ tworzenia agregatow
w uktadach. wtym celu sporzadzono zawiesiny schwertmannitu, bez i W obecnosci
10 ppm jonéw kadmu i/lub 10 ppm PAM. Suspensje sporzadzano przy uzyciu 0,05 g
mineratu, ustalano ich warto$¢ pH do 5, a nastgpnie poddawano dziataniu ultradzwigkow
przez okoto 3 minuty w sonifikatorze X1 2020 (Labcaine systems Limited). Po dodaniu
PAM i/lub jonéw Cd(II) suspensje umieszczano w celi turbidymetru 2100 AN (Hach)
i mierzono ich me¢tno$¢ po uptywie: 0, 2, 5, 10, 20, 30 oraz 60 minut.
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Whyniki: Na podstawie otrzymanych wynikéw wykreslono izotermy adsorpcji jonow
kadmu(ll) wpH 5 i 6 na powierzchni schwertmannitu. Zostaly one przedstawione na
rysunku 1.
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Rys. 1. Izotermy adsorpcji jonow kadmu(Il) na czastkach schwertmannitu w pH 5 6.

Jony kadmu(Il) zaadsorbowaty sie na powierzchni schwertmannitu zarowno w pH 5, jak
i pH 6. Jednakze adsorpcja ta byta zdecydowanie wicksza w pH 6 niz w pH 5, co bylo
gtéwnie podyktowane silniejszym przycigganiem elektrostatycznym wystepujacym
pomiedzy adsorbentem i adsorbatem w roztworze o wyzszym odczynie. Kondycjoner
glebowy wyraznie wptywat na wielko$¢ adsorpcji jonow kadmu(Il) na wybranym mine-
rale, co zostato przedstawione na rysunku 2.
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Rys. 2. Wplyw Vpoliakrylamidowego kondycjonera glebowego na adsorpcje jonow kadmu(II) na schwertman-
niciewpH5i6

Niezaleznie od pH roztworu, w obecnoséci kondycjonera glebowego zaobserwowano
znaczny wzrost wielkosci adsorpeji jonéw kadmu, co przektadato si¢ na skuteczniejsza
immobilizacj¢ metalu. Makroczgsteczki anionowego poliakryloamidu oddziatuja
z jonami kadmu w oparciu o oddziatywania elektrostatyczne i tworzenie wigzan koordy-
nacyjnych, co prowadzi do utworzenia komplekséw. Ich adsorpcja jest rownoznaczna
z wigzaniem dodatkowej ilosci jonow metalu z powierzchnig mineratu. Kondycjoner

319



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

glebowy wptywal rowniez na stabilnos¢ suspensji schwertmannitu, co przedstawia rysu-
nek 3.
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Rys. 3. Zmiany rrie;tnos'ci suspensji schwertmannitu w czasie, bez i w obecnosci jonéw kadmu(Il) i/lub polia-
kryloamidowego kondycyjnera glebowego, w pH 5.

Po dodaniu kondycjonera poliakryloamidowego metno§¢ uktadu byla zdecydowanie
mniejsza niz pod jego nieobecnos¢. W uktadzie tworzyly si¢ agregaty o znacznych roz-
miarach, ktore opadaty na dno fiolki pomiarowej. Analogiczne zjawisko zaobserwowano
dla uktadu zawierajacego jony Cd i PAM jednocze$nie.

Whioski: Dodatek poliakryloamidu powoduje zwigkszenie efektywnosci adsorpcji jo-
néw kadmu na powierzchni schwertmannitu. Makroczasteczki polimeru wigza kadm
tworzac z nim kompleksy, co wzmacnia immobilizacje metalu ciezkiego. w rezultacie
biodostepnos$¢ toksycznego dla organizméw kadmu staje sie mniejsza. Dodatkowo,
obecnos¢ poliakryloamidu sprzyja destabilizacji suspensji schwertmannitu, co objawia
si¢ wyraznym spadkiem metnosci uktadu. Kondycjoner zachowuje swoje wlasciwosci
réwniez W obecnosci jonéw kadmu(Il).
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BIOWEGIEL MAGNETYCZNY JAKO SKUTECZNY SORBENT
do USUWANIA JONOW Cu(Il)

M. KWASNIK, J. BAK, D. KOLODYNSKA, Katedra Chemii Nieorganicznej, Instytut
Nauk Chemicznych, Wydzial Chemii, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Przeprowadzono badania sorpcji jonéw Cu(Il) na bioweglu magnetycznym
otrzymanym w wyniku redukcji soli zelaza(Il) poprzez tetrahydrydoboran sodu
w stosunku masowym 1:1. Wykonano widmo FTIR biowggla magnetycznego przed i po
procesie sorpcji jonow Cu(Il). Badania sorpcyjne obejmowaty okreslenie wplywu pH
w zakresie 2-6 oraz czasu kontaktu faz i stezenia poczatkowego roztworu w zakresie
50-200 mg/dm?®. Wyznaczono parametry kinetyczne na podstawie modelu pseudo pierw-
szego rzedu, pseudo drugiego rzedu oraz modelu dyfuzji wewnatrzczagstkowej Webera-
Morrisa.

Wprowadzenie: w zwigzku z szybkim rozwojem cywilizacyjnym oraz wzrostem
uprzemystowienia nastepuja zmiany we wspotczesnym $wiecie, ktoére w duzej mierze
wplywaja na srodowisko przyrodnicze miedzy innymi skutkujac degradacja ekosyste-
mow [1]. Ponadto niedostateczne oczyszczanie $ciekow przemystowych, mato wydajne
technologie oraz uwalniane do $rodowiska gazy i pyty odlotowe skutkuja zwigkszeniem
ilosci metali cigzkich w srodowisku naturalnym. Stad wielu badaczy koncentruje swoja
uwage na metodach ich usuwania z wod i $cieckow. Do metod usuwania metali cigzkich
mozna zaliczy¢ metody chemiczne i fizyczne wsrdd ktorych mozna wyrdznié: procesy
membranowe, koagulacje, wymiane jonowa i adsorpcje. Adsorpcja jest efektywna
i ekonomiczng metoda usuwania metali ciezkich z wod i $ciekoéw, co sprawia, ze wielu
badaczy koncentruje swojg uwage na poszukiwaniu nowych sorbentow [2,3]. Surowce
szeroko dostepne W $rodowisku lub odpady przemystowe i rolnicze moga sta¢ si¢ wiec
niedrogimi sorbentami, a odpowiednia metoda obrébki tych surowcow pozwala na
otrzymanie tanich biowegli. Niewatpliwa zaletg tego typu materialow jest ich stabilnos¢,
znaczna powierzchnia wlasciwa, porowato$¢ oraz obecno$¢ powierzchniowych grup
funkcyjnych. Ze wzgledu na to, ze biowegle sa otrzymywane z biomasy pozwala to na
zarzadzanie strumieniami odpadéw pochodzenia roslinnego i zwierzgcego, co niesie za
sobg oprocz korzysci ekologicznych takze korzys$ci ekonomiczne [4]. w literaturze
przedstawiono wiele przyktadow metod termochemicznych obrobki biowegli, a takze
przeglad ich wlasciwo$ci oraz mozliwosci potencjalnych zastosowan [5]. Ze wzgledu na
niska cen¢ biowggle sg konkurencyjnymi sorbentami W poréwnaniu do wegli aktyw-
nych. Latwos¢ ich otrzymania powoduje, ze wielu badaczy koncentruje si¢ ponadto na
mozliwosciach ich modyfikacji w celu polepszenia ich whasciwosci. w literaturze opisa-
ne sg modyfikacje biowegla poprzez dodatek hydrozeli, alginianéw, chitozanu oraz cza-
steczek magnetycznych takich jak Fe, Fe;O, i innych. Magnetyczny biowegiel (MBC)
jest z powodzeniem stosowany do oczyszczania wody i $ciekow oraz odzyskiwania
metali cigzkich. Zaletg stosowania MBC jest mozliwos$¢ separacji metali cigzkich
z roztworéw wodnych po procesie sorpcji za pomocg pola magnetycznego [6]. Biowe-
giel uzyty do badan pochodzit z firmy Earthcare. Od 2000 roku firma ta na skalg prze-
mystowa W USA i Europie wdraza systemy zgazowania odpaddéw. Biowegiel zostal
otrzymany w wyniku zgazowania odpadow rolniczych.
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Cze$¢ eksperymentalna: Badania skutecznosci usuwania jonow miedzi(ll) z roztworow
wodnych przeprowadzono metoda statyczna przy predkosci wytrzasania 180 rpm
w temperaturze 295 K wprowadzajac sorbent o optymalnej masie i 20 cm? roztworu. Na
poczatku zbadano wptyw pH w zakresie 2-6, a nastepnie wptyw stgzenia roztworu jo-
néw Cu(ll) w zakresie 50-200 mg/dm? oraz czasu kontaktu faz w zakresie 1-360 min.
Stezenie jonow Cu(ll) w roztworze po procesie sorpcji oznaczano postugujac si¢ spek-
trometrem absorpcji atomowej AAS (SpectrAA 240 FS, Varian) przy 324,7 nm. Ilos¢
jonow zaadsorbowanych (qg;) obliczono ze wzoru:

_(Cy-CYV
=

m

gdzie: Cy - poczatkowe stezenie roztworu (mg/dm?), C, - stezenie roztworu po czasie t
(mg/dm?), V - objetosé roztworu (dm?), m - masa sorbentu (g).
Dane kinetyczne procesu sorpcji zostaty wyliczone z zastosowaniem trzech liniowych
modeli kinetycznych: pseudo pierwszego rzgdu (PFO), pseudo drugiego rzgdu (PSO)
oraz dyfuzji wewnatrzczastkowej (IPD).

Wyniki: W oparciu o widma w podczerwieni wykonane technika wykorzystujaca zjawi-
sko ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia promieniowania zidentyfikowano
grupy funkcyjne obecne na powierzchni sorbentu zdolne do wigzania jonow Cu(Il)

(rys.1.).
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Rys.1. Widma FTIR dla biowegla magnetycznego przed i po procesie sorpcji jonow Cu(Il).

Analiza widm w podczerwieni wykazata, ze pasma przy liczbach falowych od 3800 do
3450 cm™ sa przypisane do drgan rozciagajacych grup O-H, pasma od 3400 do 3300 cm®
! sq zwiazane z drganiami rozciggajacymi grup -NH, pasma pojawiajace sic w zakresie
od 2500 do 2000 cm™ $wiadcza o obecnosci drgan wiazan C=C i C=N lub skumulowa-
nych wigzan podwéjnych C=C=C i N=C=0. z kolei pasmo przy ok. 2000 cm™ jest zwia-
zane z drganiami rozciggajacymi grup -CH, , dlugich tancuchach alifatycznych, pasmo
pojawiajace sie w zakresie 1650-1550 cm™ pochodzi od drgan asymetrycznych rozciaga-
jacych grup karboksylanowych, pasmo przy ok. 1400 cm™ zwigzane jest z obecnoscia
drgan symetrycznych rozciggajacych grup karboksylanowych. Silne pasmo przy ok. 985
cm™ wynika z drgan zginajacych poza plaszczyzng wigzan C-H w pierécieniu aroma-
tycznym, a pasmo przy ok. 690 cm™ odpowiada drganiom zwigzanym z wigzaniem tle-
nowych grup funkcyjnych z zelazem.
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Rys.2. Zalezno$¢ pojemnosci rownowagowej od pH poczatkowego dla sorpcji jonow Cu(Il) na biowgglu
magnetycznym, t=360 min., Co=100 mg/dm®, szybko$¢ wytrzasania 180 rpm, T=295 K.
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Rys.3. Wplyw czasu kontaktu faz na pojemnos$¢ sorpcyjna jonéw Cu(Il) dla stezef poczatkowych 50-200
mg/dm? na bioweglu magnetycznym, pH 5, szybkos¢ wytrzasania 180 rpm, T=295 K.

Tabela 1. Parametry kinetyczne procesu sorpcji jonow Cu(Il) na biowgglu magnetycznym obliczone na pod-
stawie modelu pseudo pierwszego rzedu (PFO), pseudo drugiego rzgdu (PSO) oraz Webera-Morrisa (IPD).

Co PFO PSO iPD
[mg/ Cexp 01 < R? gz ka h R? ki R?
dm?]

50 945 | 0,03 | 0,016 | 0,538 | 9,45 | 4,867 | 43,812 1,000 | 0,001 | 0,974
100 19,49 | 537 | 0,019 | 0,818 | 19,53 | 0,015 | 5,686 0,999 | 0,194 | 0,826
150 26,49 | 9,45 | 0,010 | 0,957 | 26,45 | 0,006 | 4,333 0,999 | 0,239 | 0,972
200 31,08 | 11,59 | 0,008 | 0,955 | 30,81 | 0,004 | 4,263 0,997 | 0,473 | 0,996

Wyniki badan wptywu pH poczatkowego roztworu na proces sorpcji zamieszczono na
rys.2. Po ustaleniu najwyzszej wartosci zdolnosci zaadsorbowanych jonow dla pH 5
przeprowadzono badania w zaleznosci od czasu kontaktu faz przy stg¢zeniach poczatko-
wych 50-200 mg/dm?, co przedstawiono na rys.3. w tabeli 1 zamieszczono parametry
kinetyczne obliczone wedtug modeli pseudo pierwszego rzedu (PFO), pseudo drugiego
rzedu (PSO) oraz dyfuzji wewnatrzczastkowej (IPD). Badania skuteczno$ci procesu
sorpcji w zalezno$ci od pH poczatkowego roztworu (pHp) (rys.2.) pokazuja, ze ilos¢
zaadsorbowana () ros$nie ze wzrostem pH i maksymalng warto$¢ osiaga przy pH 5,
dlatego ta warto$¢ pH zostata wybrana do dalszych badan. Dodatkowo po czasie wytrza-
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sania 360 min. zmierzona warto$¢ pH koncowego (pHy) wzrasta. Przeprowadzone bada-
nia pokazuja ze wydajno$¢ procesu sorpcji wzrasta ze wzrostem st¢zenia poczatkowego
roztworu oraz czasu kontaktu faz, az do osiagnigcia stanu roéwnowagi. Na podstawie
obliczonych parametrow kinetycznych mozna stwierdzi¢, ze model pseudo drugiego
rzgdu najlepiej opisuje proces sorpcji o czym §wiadcza wysokie warto$ci wspotczynnika
determinacji (R%>0,99) oraz przyblizone wartosci q; dla danych eksperymentalnych
i doswiadczalnych.

Whioski: Przeprowadzone badania wskazuja, ze magnetyczny biowegiel otrzymany
w wyniku redukcji soli zelaza tetrahydrydoboranem sodu posiada odpowiednie wiasci-
wosci sorpeyjne, dlatego moze by¢ z powodzeniem stosowany jako sorbent w procesie
oczyszczania wod i $ciekow ze zwigzkow zawierajacych jony Cu(ll).
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BIOWEGLE z TROCIN - PROEKOLOGICZNY SPOSOB
na ODPADY

B. WAWRZASZEK, B. CHARMAS, M. RACZKIEWICZ, UMCS, Wydziat Chemii,
Katedra Chromatografii, PI. Marii Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Wykorzystanie pozostatosci poprodukcyjnych jakimi sg trociny w celu uzy-
skania wegli aktywnych moze mie¢ pozytywny wplyw na srodowisko naturalne zar6wno
ze wzgledu na redukcj¢ ilosci odpaddw, jak i mozliwosci zastosowania otrzymanych
adsorbentow do oczyszczania wod. W prezentowanych badaniach przygotowano mate-
rialty weglowe na bazie trocin z drzew mieszanych, stosujgc rozne procedury pirolizy
i modyfikacje przegrzang parg wodng W reaktorze klasycznym lub mikrofalowym.
Otrzymane wegle charakteryzowano na podstawie danych z niskotemperaturowej ad-
sorpcji/desorpcji azotu oraz okreslono charakter powierzchni z wykorzystaniem mia-
reczkowania potencjometrycznego metoda Boehma. Wykazano istotny wplyw tempera-
tury pirolizy na rozwinigcie struktury porowatej otrzymanych materiatoéw. Stwierdzono,
ze najefektywniejsze rozwinigcie porowatosci mozna uzyskaé wskutek modyfikacji
materiatu wegglowego przegrzang parg wodng z uzyciem promieniowania mikrofalowego
jako zrodta energii.

Wprowadzenie: Woda jest podstawowym sktadnikiem naszej planety i odgrywa istotng
role w funkcjonowaniu catego ekosystemu. Rosnaca liczba ludnosci $wiata, intensyfika-
cja dziatalno$ci rolniczej, rozwijajaca si¢ industrializacja, atakze inne zmiany geolo-
giczne, $rodowiskowe i globalne powoduja stopniowy wzrost zanieczyszczenia wod.
Jest to jedno z wiekszych wyzwan, poniewaz zanieczyszczona woda stanowi powazne
zagrozenie zarowno dla zdrowia cztowieka, jak idla srodowiska. Obecnie w wodach
pitnych odnotowuje si¢ niebezpieczne poziomy réznych toksycznych chemikaliow, m.
in. mikrozanieczyszczenia, zwiazki ftalandw, pestycydy czy nieorganiczne aniony. Dla-
tego niezbedne jest oczyszczanie wody i utrzymywanie naszego srodowiska w czystosci,
€O wymaga nowej i innowacyjnej techniki tworzenia wysoce skutecznych adsorbentow
i wydajnych mediow filtracyjnych [1]. Obecnie procesy adsorpcyjne stanowig jedna
Z najpopularniejszych metod usuwania zanieczyszczen ze Sciekow. Jest to proces cha-
rakteryzujacy si¢ duza wydajnoscia, tatwoscia w obstudze, a przede wszystkim niskim
ryzykiem dla zdrowia i przyjaznoscig dla srodowiska. Dzicki zastosowaniu wegla ak-
tywnego w procesie adsorpcji mozliwe jest usunigcie szerokiego spektrum zanieczysz-
czen z roztworéw wodnych [2]. KorzySci wynikajgce z wykorzystania biomasy do pro-
dukcji AC to mozliwos$¢ ograniczania ilosci odpadow, zapobiegania wytwarzaniu dwu-
tlenku wegla poprzez wigzanie wegla oraz pozyskanie cennego prekursora do wytwarza-
nia efektywnych adsorbentow weglowych. Trociny lub widry drzewne sg stosunkowo
obfitym iniedrogim materialem organicznym, stanowigcym odpad przemystowy
i rolniczy. Ze wzgledu na ich duza ilo$¢ oraz problemy z utylizacja, ogromna uwage
poswigca si¢ badaniom nad mozliwoscia przeksztatcenia ich w rdézne zwiazki do spe-
cjalnych zastosowan. Sktadajg si¢ one gtéwnie z celulozy (45-50%), ligniny (23-30%),
hemicelulozy (20-30%) iréznych ekstraktow (kwasy, rozpuszczalne cukry, zywice,
woski, oleje itp.) (1,5-5%). Celuloza, lignina i hemiceluloza w swoich strukturach zawie-
rajg dlugie tancuchy czasteczek glukozy, ztozonego polimeru zawierajacego jednostki
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fenylopropanowe oraz rozgalezionych polimerdw, odpowiednio, ksylozy, galaktozy,
arabinozy, glukozy i mannozy. w zwiazku z tym w ich strukturze wystepuja réozne grupy
funkcyjne, na przyktad grupy hydroksylowe, fenolowe i karboksylowe. Trociny charak-
teryzuja si¢ migdzy innymi dobra stabilno$cig mechaniczng, wysoka porowatos$cia, duza
i szorstka powierzchnig, matym ciezarem wtasciwym, dobra zdolnoscia do zatrzymywa-
nia cieczy, wysoka zawartoscig wegla, biodegradowalnoscia oraz tatwoscia modyfikacji.
Wszystkie te cechy czynig trociny warto§ciowym materialem wyjsciowym do otrzymy-
wania biowegli | wegli aktywowanych [3].

Czes¢ eksperymentalna: Wegle aktywne przygotowano na bazie trocin drzewnych
mieszanych. Proces preparatyki obejmowat umycie trocin woda destylowana, suszenie
w temperaturze pokojowe przez 24h, a nastgpnie przez 12h w suszarce w T = 100°C,
zmielenie przy uzyciu mtynka, przesianie, uzyskanie frakcji w zakresie 1 — 2 mm i pod-
danie pirolizie. Pirolize przeprowadzono w reaktorze kwarcowym z wykorzystaniem
r6znych programéw temperaturowych w atmosferze N,. Program temperaturowy obej-
mowat zakres temperatur od 20 do 500/600/700/800°C z przyrostem 10°C/min
i utrzymanie izotermy w gornej granicy temperaturowej przez 1h. Wszystkie otrzymane
adsorbenty weglowe poddano nastgpnie modyfikacji przegrzang para wodna przy uzyciu
reaktora mikrofalowego jako zrédta energii. Proces prowadzono przez 60 min przy
100% mocy reaktora w zakresie ci$nien 12-15 atmosfer oraz 77-80 atmosfer. Analiza
struktury porowatej oraz funkcji rozktadu objetosci poréw wedtug ich Srednich promieni
zostata przeprowadzona z wykorzystaniem niskotemperaturowych izoterm adsorpcji-
desorpcji azotu (ASAP 2420 V2.09, Micromeritics, USA). w celu wyznaczenia catkowi-
tej objetosci porow zastosowano miareczkowanie probek przy uzyciu MeOH. Chemicz-
ny charakter powierzchni wegli aktywnych okreslono stosujgc metod¢ miareczkowania
potencjometrycznego Boehma (aparat do miareczkowania potencjometrycznego
716DMS Titrino, Metrohm, Szwajcaria).

Wyniki: Na rys. 1 przedstawiono izotermy adsorpcji/desorpcji N, otrzymane dla bada-
nych materialdéw. PotozZenie izoterm zmienia si¢ wraz z zastosowaniem réznych warun-
kow pirolizy 1 modyfikacji. Widaé wyraznie, ze zaréwno wzrost temperatury jak
i dodatkowa modyfikacja powoduja systematyczny wzrost adsorpcji i $wiadczg o lep-
szym rozwinigciu powierzchni. Ksztalt izoterm adsorpcji/desorpcji azotu zarejestrowa-
nych dla biowegli nieaktywowanych (rys. 1a) $wiadczy o bardzo stabym stopniu upo-
rzadkowania i rozwinigcia powierzchni. Izotermy wskazuja na bardzo niska adsorpcje,
a krzywe desorpcji N, sg skierowane do gory, wskazujac na stata, utrudniong desorpcje
analitu z poréw. To sugeruje istnienie W bioweglach porow butelkowych. Aktywacja
para wodna (rys. 1b) spowodowata uporzadkowanie powierzchni materiatow, ale dopie-
ro dla materialow otrzymanych w temperaturach 700 i 800°C zaobserwowano ,,zamknie-
cie” petli histerezy i kreowanie mezoporéw o ksztalcie butelkowym oraz szczelin po-
wstalych miedzy plaszczyznami warstw weglowych. Dla tych materiatow stosunkowo
wysokie warto$ci adsorpcji W niskim zakresie cisnien wzglednych (p/py ~ 0 — 0,02)
wskazuja na znaczng zawarto$¢ mikropordéw (tabela 1).
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Rys. 1. Niskotemperaturowe izotermy adsorpcji/desorpcji azotu dla: a) AC-500, AC-600, AC-700, AC-800; b)
AC-500-MKF(15atm), AC-500-MKF(80atm), AC-600-MKF, AC-700-MKF, AC-800-MKF.

W tabeli 1 przedstawiono dane dotyczace charakterystyki strukturalnej otrzymanych
materiatow weglowych. Powierzchnia wiasciwa miesci sie w zakresie 29,5 — 730 m?/g,
przy czym powierzchnia mikroporéw stanowi ponad 50% (w przedziale 73 — 495 m%/(q).
Wegle o duzej powierzchni whasciwej (509 — 730 m?%/g) zostaly otrzymane w procesie
pirolizy prowadzonym w temperaturach >600°C z zastosowaniem modyfikacji prze-
grzang parg wodng Z uzyciem reaktora mikrofalowego. Wraz ze wzrostem temperatury
procesu pirolizy obserwuje si¢ wzrost powierzchni wlasciwej Sger | wzrost objetosci
porow.

Tabela 1. Charakterystyka strukturalna otrzymanych wegli aktywnych.

SBET Smikro Vp Vmikro Vtotal Vmakro Rs’r

A p
Nazwa probki (m/g] | [mg] |[cm¥/g] |[em¥g] |[cm’lg] |[cm/g] | [nm] | [g/cm?]

AC-500 29,5 bd 0,0231| 0,016 | 2,61 2,58 1,6 0,106
AC-600 75,8 73,3 | 0,038 | 0,031 | 2,87 2,83 1,0 0,143
AC-700 132,1 123,6 | 0,065 | 0,051 | 2,71 2,64 1,0 0,137
AC-800 2275 208,4 | 0,106 | 0,087 | 2,66 255 | 0,9 0,139

AC-500-MKEF (15 atm) 95,1 86,2 bd 0,036 | 2,54 bd 4.8 0,136
AC-500-MKEF (80 atm) 276,3 221,0 bd 0,091 | 2,76 bd 18 0,131

AC-600-MKF 508,7 310,8 | 0,264 | 0,131 | 2,82 2,56 1,0 0,131
AC-700-MKF 545,5 383,8 | 0,261 | 0,159 | 2,90 2,64 1,0 0,151
AC-800-MKF 729,2 4941 | 0,361 | 0,205 | 3,41 3,05 1,0 0,123

gdzie: Sger — powierzchnia wlasciwa [m?/g], Smiwe — powierzchnia mikroporow [m?/g], V, — catkowita obje-
toéé porow sorpeyjnych [cm®/g], Vimiko — objetos¢ mikroporéw [cm¥/g], Vi — catkowita objetosé porow
[cm®/g],Vimakro — objetosé makropordw [cm®/g], Ry, - $redni promien poréw [nm], p - gesto$é nasypowa [g/cm®],
bd — brak danych

Chemiczny charakter powierzchni otrzymanych AC okreslono za pomoca miareczkowa-
nia potencjometrycznego Boehma. Wykazano obecno$¢ powierzchniowych grup funk-
cyjnych o charakterze kwasowym i zasadowym, jednak w przewazajgcej wigkszo$ci sg
to grupy kwasowe. Sposrdd grup kwasowych wystepuja gtdéwnie grupy fenolowe. Wraz
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ze wzrostem temperatury pirolizy ros$nie ilo$¢ powierzchniowych grup funkcyjnych
o charakterze kwasowym. Zastosowanie modyfikacji mikrofalowej wprowadzito nie-
znaczne zmiany w zawartosci grup funkcyjnych na powierzchni wegla, glownie wzrost
wartosci grup kwasowych. W tabeli 2 przedstawiono zawarto$¢ powierzchniowych grup
tlenowych zawartych w poszczeg6lnych materiatach.

Tabela 2. Chemiczny charakter powierzchni wegli aktywnych.

. Grupy
. Grupy Grupy kwaso KWasowe Grupy
Nazwa probki kwasowe we karboksy- fenolowe zasadowe
[mgR/g] lowe [mgR/g] [mgR/g] [mgR/g]
AC-500 12,9 0 12,9 0
AC-600 16,0 43 11,6 1.2
AC-700 17,2 4,1 13,1 0
AC-800 17,6 1,7 15,9 5,0
AC-500-MKF (15atm) 16,9 71 9,9 0
AC-500-MKF (80atm) 13,7 0 13,7 43
AC-600-MKF 16,8 4,5 12,3 0
AC-700-MKF 17,4 0 174 0
AC-800-MKF 16,9 3,6 13,2 2,5

Whioski: Trociny drzewne sg dobrym prekursorem do otrzymywania wegli aktywnych.
Wyniki niskotemperaturowej adsorpcji/desorpcji azotu wskazujg, ze badane materiaty
maja charakter mikroporowaty z niewielkim udzialem mezoporéw. Przeprowadzona
analiza wykorzystujaca miareczkowanie potencjometryczne metoda Boehma wykazata
obecnos¢ tlenowych grup funkcyjnych na powierzchni otrzymanych wegli, w szczegoél-
nos$ci grup fenolowych o charakterze kwasowym. Zastosowanie modyfikacji przegrzana
para wodna przy uzyciu promieniowania mikrofalowego jako zrédta energii spowodo-
walo znaczne rozwinigcie powierzchni wiasciwej i struktury porowatej materiatow.
Wyznaczone objetosci poréw (Vi) oraz mikropordw (Vimicro) Wskazuja, ze otrzymane
materiaty weglowe z powodzeniem mogg by¢ stosowane jako adsorbenty do usuwania
zanieczyszczen ze srodowiska wodnego.
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CHARAKTERYSTYKA STRUKTURY POROWATEJ
MATERIALOW WEGLOWYCH OTRZYMANYCH
z ODPADOW DRZEWNYCH - WPLYW TEMPERATURY
I SPOSOBU MODYFIKACJI

M. RACZKIEWICZ, B. CHARMAS, B. WAWRZASZEK UMCS, Wydzial Chemii,
Katedra Chromatografii, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Rozwoj wielu gatezi przemystu oraz postepujaca urbanizacja przyczyniajg sie
do wzrostu ilo$ci odpadow. Towarzysza temu coraz surowsze wymagania dotyczace
ochrony $rodowiska, co powoduje poszukiwanie tanich i efektywnych adsorbentow. Ze
wzgledu na swojg dostepnos¢ i bioneutralno$é, a takze dobrze rozwinigtg strukturg po-
rowatg, materialty weglowe znalazly roznorodne zastosowanie. Sg one uzywane nie tylko
do usuwania zanieczyszczen z fazy cieklej lub gazowej, ale takze w katalizie, jako kata-
lizatory czy tez ich noséniki. Zdolno$¢ adsorpcji zanieczyszczen zalezy gtdéwnie od cha-
rakterystyki strukturalnej i chemicznego charakteru powierzchni adsorbentow weglo-
wych. Powyzsze wlasciwosci mozna zmieniaé przez zastosowanie réznych modyfikato-
réw oraz réznych programéw temperaturowych procesu pirolizy. Celem badan byta
analiza wptywu temperatury procesu pirolizy oraz zastosowania réznych sposobow
modyfikacji, tj. dziatania czynnika aktywujacego (pary wodnej) podczas glownego etapu
pirolizy i modyfikacji para wodna przy uzyciu promieniowania mikrofalowego jako
zrédla energii, na rozwinigcie struktury porowatej badanych materialdow. Adsorbenty
weglowe otrzymano W procesie pirolizy w okreslonych programach temperaturowych
w atmosferze azotu. Wybrane materialy juz na etapie procesu pirolizy byly aktywowane
parag wodng. Wszystkie otrzymane materialy poddano dodatkowej modyfikacji hydro-
termalnej przy uzyciu promieniowania mikrofalowego jako Zrodta energii. Dla uzyska-
nych materiatdéw okreS$lono podstawowe parametry strukturalne metoda niskotemperatu-
rowej adsorpcji-desorpcji azotu oraz wyznaczono catkowita obje¢tos¢ porow i makropo-
réw metodg miareczkowania metanolem.

Wprowadzenie: Adsorbenty weglowe to wysoce porowate materiaty zawierajace gtow-
nie wegiel (powyzej 90%) i posiadajace duzg powierzchnie wlasciwa, ktore dzigki swo-
im wiladciwosciom powierzchniowym adsorbujg substancje nieorganiczne i organiczne
z fazy gazowej lub ciektej. W tej grupie adsorbentéw znajdujg si¢ m.in. wegle aktywne,
weglowe sita molekularne, widkna wegla aktywnego oraz membrany weglowe [1]. Ma-
terialy weglowe otrzymuje si¢ W procesie pirolizy z surowcow pochodzenia organiczne-
go takich jak: torf, wegiel brunatny, polimery organiczne, pestki i tupiny owocow, tupi-
ny orzechow, drewno iodpady drzewne, czy tez otreby pszenne. z tych prekursorow
wytwarza si¢ adsorbenty (w postaci ziarenek lub proszku) najczgséciej w dwuetapowym
procesie karbonizacji, a nastepnie aktywacji, tzw. metoda gazowo-parowa [2]. W ostat-
nim czasie pojawito si¢ wiele badan dotyczacych wykorzystania trocin (odpadéw
drzewnych) jako materialu wyjsciowego do produkcji adsorbentow weglowych
W procesie pirolizy. Jednak tak otrzymane materialty maja mala powierzchni¢ wtasciwa,
co prowadzi do niskiej zdolno$ci adsorpcyjnej i czasochtonnego procesu adsorpcji, a to
znacznie utrudnia ich praktyczne zastosowanie. Dlatego konieczne jest zwiekszenie
porowato$ci i zdolno$ci adsorpcyjnych adsorbentow weglowych wytworzonych
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zodpadéw drzewnych [3]. Optymalizacja warunkéw karbonizacji, aktywacji
i modyfikacji pozwala na otrzymanie adsorbentow weglowych o pozadanych wlasciwo-
$ciach strukturalnych. Takie polaczenie jest kluczowym krokiem do rozwinigcia struktu-
ry porowatej materiatdow weglowych otrzymanych w procesie pirolizy. Jedng z metod
aktywacji jest aktywacja parg wodna, ktoéra powoduje polepszenie wasciwosci struktu-
ralnych wytwarzanych materiatow. z kolei, modyfikacja wspomagana mikrofalami jest
procedurg prostg i uniwersalng, ktéra umozliwia produkcj¢ adsorbentow weglowych o
dobrze rozwinigtej powierzchni, szerokim rozktadzie poréw i dobrej teksturze [4].

Cze$¢ eksperymentalna: Do otrzymania adsorbentow weglowych uzyto odpady drzew-
ne, ktére uprzednio przemyto wodg redestylowang oraz wysuszono w temperaturze
100°C przez 24h. Oczyszczony prekursor zmielono i przesiano przez sita o $rednicy
2mm i Imm. Do dalszych etapéw wykorzystano frakcj¢ w przedziale 1-2 mm. Pirolize
materialu wyjsciowego prowadzono reaktorze kwarcowym W obojetnej atmosferze azotu
podawanego z szybkoscig 100 ml/min. Narost temperatury wynosit 10°C/min a maksy-
malna temperatura rektora wynosita 700°C i800°C. wtych temperaturach probki
ogrzewano przez 1h, po czym uktad chtodzono do temperatury 20°C. Zastosowano takze
pirolize polaczong z procesem aktywacyjnym. Jako czynnik aktywujacy zastosowano
pare wodng (0,6 ml/min). Parametry, takie jak: temperatura, czas ogrzewania i szybkos¢
przyptywu gazu, pozostaly niezmienione. Otrzymane w procesie pirolizy adsorbenty
weglowe poddano modyfikacji para wodng przy uzyciu promieniowania mikrofalowego
(MKF) (Reaktor mikrofalowy Nano 2000 Plazmatronika, Polska). Proces prowadzono
przez 60 min przy 100% mocy reaktora, w zakresie ci$nien 77-80 atmosfer. Wybrany
zakres ci$nien zostal wczesniej zoptymalizowany.

Do oceny ianalizy struktury badanych materiatow wyznaczono niskotemperaturowe
(-195,8°C) izotermy adsorpcji-desorpcji azotu oraz krzywe rozktadu objetosci porow
wzgledem ich $rednich promieni (ASAP 2420 V2.09, Micromeritics, USA). Wyznaczo-
no takze catkowita objgto$¢ poréw i makroporow (V) za pomoca miareczkowania me-
tanolem.

Wyniki: W tabeli 1 zestawiono podstawowe parametry strukturalne otrzymanych adsor-
bentow weglowych. z przedstawionych danych wynika, ze wzrost temperatury oraz
zastosowanie modyfikacji i aktywacji powoduje osiggniecie wigkszego stopnia wypatu
materialu weglowego, co oznacza wigkszg strate wegla z rOwnoczesnym intensywniej-
szym rozwini¢gciem powierzchni i porowatosci. Otrzymane materiaty charakteryzuja sie
strukturg mikroporowata ze wzrastajgcym udzialem mezoporéw wraz zastosowaniem
jako aktywatora przegrzanej pary wodnej (tab. 1), co doskonale wida¢ po warto$ciach
$redniego promienia porow Rg,. Ksztalty i potozenie izoterm zmieniaja si¢ przy zastoso-
waniu réznych warunkéw pirolizy, aktywacji i modyfikacji. Ksztalty otrzymanych izo-
term adsorpcji-desorpcji azotu wskazuja na izotermy typu i (AC-700, AC-800, AC-700-
MKF, AC-800-MKF) charakterystyczne dla materiatdéw mikroporowatych oraz typu IV
(po aktywacji przegrzang para wodna), ktore sa charakterystyczne dla materiatow mezo-
porowatych.
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Tabela 1. Charakterystyka strukturalna otrzymanych adsorbentéw weglowych.

Probka Sger [MP/g] |V, [em?lg] Re [nm] Stopien wypatu/ AM, [%)]
AC-700 132,1 0,065 0,99 72,9
AC-800 2275 0,106 0,9 78,7
AC-700-MKF 5455 0,261 0,96 19,97
AC-800-MKF 729,2 0,361 1,00 11,87
AC-700-H,0 588,2 0,392 1,33 755
AC-800-H,0 9553 0,725 1,51 80,1
AC-700-H,0-MKF 639,3 0,415 1,30 31,17
AC-800-H,0-MKF 1019,0 0,784 1,54 282"

* AM, - procentowa strata masy po modyfikacji MKF

a)

500

—a—— ACT00
——e— ACTOLNKF
= | reTORH
———— ACTIH.ONKE

400

Adsorpcja/Desorpcja [cm¥/g, STP]

Adsorpcja/Desorpeja [cmg, STP]

0.2
Cisnienie wzgledne p/p,

0.4 0.6 08 1

0.16

= 0.16
AETOLAE
ACTOLHG
ACTOHGIKE

0.12 o

0.08

dV/dR [cm3g*nm]

0.04 o

0.12

0.08

dV/dR [em/g*nm]

0.04

0 T
0.1

e
T T T T

1 10
R, [nm]

—rrrm 0
100

T
0 0.2

—r T T 1 1 1
0.4 0.6 08 1

Cisnienie wzgledne p/p,

RN

0.1

1

10

100
R, [nm]

Rys. 1. Izotermy adsorpcji-desorpcji azotu dla adsorbentéw AC-700, AC-700-MKF, AC-700-H,0
oraz AC-700- H,O -MKF (a), dla adsorbentéw AC-800, AC-800-MKF, AC-800-H,0
oraz AC-800- H,0 -MKF (b), oraz odpowiednie krzywe rozktadu objetosci porow (c) i (d).

Na rysunku la i b wida¢ petle histerezy typu H4 dla materiatow weglowych otrzyma-
nych w procesie pirolizy w obecno$ci pary wodnej oraz po ich modyfikacji MKF. Histe-
reza H4 wskazuje na pory w ksztalcie szczelin. Mozna zauwazy¢, ze izotermy adsorpcji-
desorpcji azotu (rys. la ib) adsorbentow weglowych AC-700 i AC-800 sg potozone
bardzo nisko i nie zamykajg sie, co wskazuje na stabo rozwinigtg powierzchni¢ wiasci-
wa. W prezentowanych badaniach korzystne jest porownanie wegli AC-700-H,O i AC-
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800-H,0. Te materialy otrzymano przy wykorzystaniu takich samych warunkow pirolizy
i aktywacji parg wodna, zatem wszelkie zmiany wynikajg ze zmiennej temperatury pro-
wadzenia izotermicznego etapu procesu pirolizy. Jak wynika z danych, w tym przypadku
zwigkszenie temperatury okazato si¢ korzystne dla aktywacji tych materiatéw za pomoca
pary wodnej. Dowodem tego jest polozenie izotermy znacznie wyzej wzgledem osi
rzednych oraz zwickszenie petli histerezy dla adsorbentu AC-800-H,O. lzotermy ad-
sorpcji-desorpcji materiatow modyfikowanych MKF maja ksztalty zblizone do izoterm
dla materiatow niemodyfikowanych, jednak wszystkie potozone sg nieco wyzej, $wiad-
czac o lepszym rozwini¢ciu powierzchni.

Whioski: Odpady drzewne (trociny) sg obiecujgcym prekursorem do produkcji adsor-
bentéw weglowych. Wymagaja one dodatkowych metod aktywacji i modyfikacji, aby
mogly znalez¢ szerokie zastosowanie. Ksztatty izoterm adsorpcji-desorpcji azotu oraz
krzywych rozktadu objetosci poréw wskazuja na mikro/mezoporowats strukture bada-
nych materiatow (rys. 1 a-d). Zastosowanie dodatkowej modyfikacji parg wodng przy
wykorzystaniu promieniowania mikrofalowego jako Zrodta energii spowodowato znacz-
ne rozwinigcie powierzchni wlasciwej Sger. Najlepiej rozwinieta powierzchnig charakte-
ryzowaly si¢ adsorbenty weglowe z odpadow drzewnych uzyskane w procesie pirolizy
w temperaturze 800°C modyfikowane przegrzang parg wodng oraz z udziatem promie-
niowania mikrofalowego.
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KOMPOZYTY na BAZIE HYDROKSYAPATYTU

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

Abstrakt: Hydroksyapatyt to znany minerat z grupy apatytow, ktory jest powszechnie
wykorzystywany, glownie ze wzgledu na wiasciwosci, jakie posiada. Obecnie prowa-
dzone sa badania celem udoskonalenia jego struktury i parametrow poprzez odpowiednie
modyfikacje, m.in. jonami metali, tlenkami, glinkami oraz substancjami organicznymi.
Tak powstate kompozyty zyskuja coraz wigksza popularno$¢ z uwagi na wszechstron-
no$¢ potencjalnych zastosowan.

Whprowadzenie: Hydroksyapatyt jest mineralem apatytowym powszechnie wystepu;ja-
cym w skatach magmowych, wapiennych oraz fosforanowych. w strukturze dominuja
atomy wapnia ifosforu. Jego wzor chemiczny przedstawia sie nastepujaco
Cay0(PO,)s(OH),. Zwiazek ten przyjmuje postaé biatego ciata stalego, a jego masa mo-
lowa wynosi 502,31 g/mol. Stosunek atomow Ca/P w jego stechiometrycznej postaci
rébwny jest 1,67, co sprawia, ze jest biokompatybilny z tkankami kostnymi obecnymi
w ludzkim organizmie. z kolei, stosunek Ca/P niestechiometrycznego hydroksyapatytu
zawiera si¢ W przedziale 1,5-2,0. Rozpuszczalno$¢ tego zwiazku zalezy od rodzaju roz-
puszczalnika oraz pH roztworu. Popularno$¢ hydroksyapatytu zwigzana jest przede
wszystkim z dobrymi zdolno$ciami sorpcyjnymi, ktore mozliwe sa dzigki obecnosci
pustych przestrzeni wjego strukturze. Ponadto, umozliwiajg one takze podstawienia
w sieci kationowej, badz anionowej, co wptywa posrednio na rozmiary krysztalow, ste-
chiometri¢ oraz parametry sieciowe. Co wigcej, wspomniany biomaterial wyroznia si¢
réwniez niskimi kosztami wytwarzania, prostotg syntezy, dobrg stabilno$cig oraz reak-
tywnoscig, a przede wszystkim jest przyjazny dla srodowiska i nie wymaga stosowania
agresywnych odczynnikow, czy tez skomplikowanej aparatury podczas procesu otrzy-
mywania [1,2]. Hydroksyapatyt moze by¢ zsyntezowany wieloma sposobami. Najbar-
dziej popularne i powszechnie wykorzystywane w laboratoriach i przemysle sa metody
mokre, ktére obejmuja, m.in. metode wspoélstracania, hydrotermalna, zel-zol, emulsyjna,
czy tez sonochemiczng. Takie podejscie pozwala wprowadzi¢ inne elementy W strukture
hydroksyapatytu w tatwy i efektywny sposob. Co wiecej, w metodach mokrych minima-
lizuje si¢ ryzyko wprowadzenia szkodliwych substancji do $rodowiska naturalnego,
a aparatura wykorzystana do syntezy jest prosta. Najwazniejszymi substratami potrzeb-
nymi do przeprowadzenia reakcji otrzymywania tego zwiazku sa roztwory stanowiace
zrodta wapnia i fosforu. Oprdocz wspomnianych metod mokrych, istniejg tez inne sposo-
by syntezy hydroksyapatytu, a mianowicie metody suche, wysokotemperaturowe, w tym
spalanie oraz piroliza, atakze syntezy ze zrodet naturalnych, np. kosci i muszli oraz
metody taczone. Kazda z tych metod w charakterystyczny sposob wptywa na wiasciwo-
$ci strukturalne otrzymanego zwiazku [3,4].

Czes¢ teoretyczna: Kompozyty to materialy powstale poprzez potaczenie co najmniej
dwodch komponentow. Taki zwigzek czgsto taczy w sobie najlepsze cechy substratow,

jakie zostaty wykorzystane do jego syntezy. Obecnie prowadzone badania skupiaja si¢
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przede wszystkim na strukturach ztozonych z zewngtrznej powloki oraz rdzenia. Nie-
zwykte wlasciwosci hydroksyapatytu sprawiaja, ze jest on bardzo dobrym materialem
pokrywajacym, tzn. tworzacym zewngtrzng warstwe. Stwarza to wiele okazji na poten-
cjalne modyfikacje i powstawanie nowych kompozytow. Jedng z ciekawszych modyfi-
kacji z wykorzystaniem hydroksyapatytu jest umieszczenie w jego strukturze magne-
tycznego rdzenia. w tym celu mozna zastosowaé y-Fe,O3 lub Fe;O, jako element cen-
tralny. Zwiazki te odznaczaja si¢ wieloma zaletami, jednakze to wiasciwosci magne-
tyczne czynig je najbardziej popularnymi. Kompozyt hydroksyapatytu z tlenkami zelaza
zyskuje lepsza wytrzymato§¢ oraz wilasciwos$ci adsorpcyjne, co zostato potwierdzone
w badaniach. Tabela 1 przedstawia uzyskane wyniki obrazujace analize powierzchni tak
zsyntezowanego kompozytu [5]. Co wigcej, tatwiej mozna rozdzieli¢ taki materiat
z roztwordw wodnych poprzez przylozenie zewngtrznego magnesu [1,6]. Badania do-
wodza, iz potgczenie hydroksyapatytu z rdzeniem magnetycznym znajduje liczne zasto-
sowania jako adsorbent metali, np. kadmu, niklu, kobaltu i uranu. Kompozyt ten efek-
tywnie wigze takze aniony, m.in. azotany, cytryniany. Ponadto, zwigzki pochodzenia
organicznego, takie jak kwas humusowy, barwniki, biatka oraz enzymy réwniez che¢tnie
sorbujg sie na jego powierzchni [1,7-10]. Warto dodac, iz dobre whasciwos$ci adsorpeyj-
ne wykazywane przez kompozyt umozliwiaja jego zastosowanie rowniez W medycynie,
np. jako medium do transportu lekéow iich dostarczania w konkretne miejsce
w organizmie ludzkim [4].

Tabela 1. Analiza powierzchni kompozytu hydroksyapatyt/ tlenek zelaza [5].

HAP Fe,04 Fe,Os/ HAP
Pole powierzchni z izotermy BET [m?/g] 81 31 82
Pole powierzchni z izotermy Langmuira [m?/g] 118 48 123
Sredni promien porow z metody BET [nm] 18,63 12,72 21,26

Czesto wykorzystywanym rozwigzaniem W badaniach nad hydroksyapatytem jest jego
modyfikacja jonami metali, np. wapniem, srebrem, strontem, zelazem, czy tez cynkiem.
Zostato udowodnione, iz takie kompozyty sg dobrymi adsorbentami w przypadku usu-
wania innych jondéw z roztworéw wodnych, m.in. uranu, chromu oraz otowiu [11-14].
Glinka biala to szeroko wykorzystywany materiat ilasty, ktory naturalnie wystepuje
w srodowisku, nadajacy glebie charakterystycznych wtasciwosci. Jej gtéwnym sktadni-
kiem jest krzemian glinu. Zwigzek ten wykazuje wiele zalet, dzigki czemu znajduje
wiele zastosowan w kosmetyce [15]. z kolei potaczenie glinki biatej i hydroksyapatytu
pozwala otrzymaé¢ kompozyt o satysfakcjonujacych zdolno$ciach adsorpcyjnych, co
zostalo potwierdzone badaniami, w ktorych opisano wigzanie na jego powierzchni, m.in.
jonoéw uranu, kadmu oraz niklu. Co wigcej, substancje organiczne, takie jak tetracykliny,
réwniez ulegaja procesom adsorpcji [16-18]. Duza cze$¢ badan dotyczy potencjalnych
zastosowan adsorpcyjnych. Takie wykorzystanie potwierdzono réwniez W badaniach
dotyczacych syntezy kompozytu hydroksyapatytu z tlenkiem grafenu oraz chitosanem.
Otrzymany materiat wykazat zadowalajace wyniki W procesach sorpcji barwnikow oraz
jonéw miedzi [19]. Rysunek 1 przedstawia obrazy SEM morfologii struktur kompozytu
hydroksyapat/ tlenek grafenu/chitosan. Widoczne sa liczne pory, ktore zwigzane sa
Z wystgpowaniem centrow aktywnych przyczyniajacych si¢ do wigkszej adsorpcji.
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Rys. 1. Zdjecia SEM struktur kompozytu hydroksyapatyt/tlenek grafenu/chitosan [19].

Cickaws alternatywe stanowi takze kompozyt powstaty z hydroksyapatytu oraz alginia-
nu sodu. Ta organiczna substancja pozyskiwana jest z alg. Wykorzystywana powszech-
nie jako dodatek do zywnosci Z uwagi na wlasciwosci zelujace i stabilizujace, a jej 0zna-
czenie to E401. Oznaczenie to mozna znalez¢ na opakowaniach sosow, syropdw, napo-
jow, dzemdéw oraz cukierkéw [20]. Badania dowiodly, iz W potaczeniu z hydroksyapaty-
tem stanowi dobry materiat wigzacy jony kadmu [21]. Co wigcej, polietylenoimina moze
rowniez by¢ organiczng skltadowa modyfikacji materialu apatytowego. Naukowcy
otrzymali obiecujgce wyniki, $wiadczace o jej potencjalnym zastosowaniu jako medium
do transportu lekéw wewnatrz ciata [14].

Whioski: Hydroksyapatyt zyskat popularno$¢, dzieki wyrézniajacym go wiasciwo-
$ciom. Caty czas ma bardzo duzy potencjat do badan, nadal istnieje deficyt wiadomosci
dotyczacy jego potencjalnych modyfikacji celem poprawy cech, jakie wykazuje oraz
poszerzenia horyzontu zastosowan. Z uwagi na to, iz nauka stawia obecnie wiele wy-
zwan aplikacyjnych, sfera tych badan preznie si¢ rozwija. Duze znaczenie maja zagad-
nienia poruszajace ochrong i dbato$¢ o srodowisko oraz poprawe i utatwienie dostepu do
rozwigzan medycznych, zwlaszcza, gdy spoteczenstwo si¢ starzeje. Szansg na poprawe
jakosci zycia i $wiadczonych ustug mogg by¢ wlasnie kompozyty na bazie hydroksyapa-
tytu. Ze wstepnych badan wynika, iz sg to materialy wszechstronne o wielu zaletach
z duza szansg na potencjalne wykorzystanie W przysztosci.

Literatura:

1. A. Biedrzycka, E. Skwarek, M.H. Urban, Advances in Colloid and Interface Science 291 (2021) 102401.

2. B. Ghiasi, Y. Sefidbakht, S. Mozaffari-Jovin, B. Gharehcheloo, M. Mehrarya, A. Khodadadi, M. Rezaei, S.
Siadat, V. Uskokovi¢, Drug Development and Industrial Pharmacy 46 (2020) 1.

3. M. Sadat-Shojai, M.T. Khorasani, E. Dinpanah-Khoshdargi, A. Jamshidi, Acta Biomaterialia 9 (2013) 7591.

335



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

4. A. Mushtag, R. Zhao, D. Luo, E. Dempsey, X. Wang, M.Z. Igbal, X. Kong, Materials & Design 197 (2021)
109269.

5. A. Biedrzycka, E. Skwarek, D. Osypiuk, B. Cristovao, Materials 15 (2022) 1139.

6. A. Ali, H. Zafar, M. Zia, |. Hag, A.R. Phull, J.S. Ali, A. Hussain, Nanotechnology, Science and Applications
9 (2016) 49.

7. A. Vahdat, B. Ghasemi, M. Yousefpour, Environmental Nanotechnology, Monitoring & Management 12
(2019) 100233.

8. E. Ghasemi, M. Silanpid, Journal of Separation Science 38/1 (2015) 164.

9.W. Janusz, E. Skwarek, Colloids and Interfaces 4/4 (2020) 45.

10. K. Sahoo, M. Konar, J. Rath, D. Kumar, H. Sahoo, Journal of Molecular Liquids 294 (2019) 111596.

11. E. Skwarek, A. Gtadysz-Plaska, J.B. Choromanska, E. Broda, Adsorption 25 (2019) 639.

12.Y. Zhou, W. Li, X. Jiang, Y. Sun, H. Yang, Q. Liu, Y. Cao, Y. Zhang, H. Cheng, Ceramics International 47
(2021) 16730.

13. D.F. Mercado, A. Rubert, G. Magnacca, M. Malandrino, S. Sapino, P. Caregnato, A. Bianco Prevot, M.C.
Gonzalez, Journal of Nanoscience and Nanotechnology 17 (2017) 9081.

14. L. Forte, S. Sarda, C. Combes, F. Brouiilet, M. Gazzano, O. Marsan, E. Boanini, A. Bigi, Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 160 (2017) 493.

15. E. Broda, E. Skwarek, V.V. Payentko, V.M. Gunko, Physicochemical Problems of Mineral Processing 55/6
(2019) 1475.

16. E. Broda, A. Gladysz-Plaska, E. Skwarek, V.V. Payentko, Applied Nanoscience 3 (2021) 1.

17. S. Hokkanen, A. Bhatnagar, V. Srivastava, V. Suorsa, M. Sillanpéi, International Journal of Biological
Macromolecules 118 (2018) 903.

18. M. Ersan, U.A. Guler, U. Acikel, M. Sarioglu, Process Safety and Environmental Protection 96 (2015) 22.
19. N.V. Hoa, N.C. Minh, H.N. Cuong, P.A. Dat, P.V. Nam, P.H.T. Viet, P.T.D. Phuong, T.S. Trung, Mole-
cules 26 (2021) 6127.

20. A. Senning, Elsevier’s Dictionary of Chemoetymology. The Whies and Whences of Chemical Nomencla-
ture and Terminology, Elsevier, Amsterdam, 2007.

21. Z. Song, X. Wang, J. Hao, Y. Cui, L. Lv, B. Min, Materials Science Forum 743 (2013) 578.

336



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

MODYFIKACJA HYDROKSYAPATYTU OTRZYMANEGO
z BIOODPADU za POMOCA JONITU SEABO ZASADOWEGO
do USUWANIA JONOW MOLIBDENU(VI) i WANADU(V)

Z ROZTWOROW WODNYCH

A. WAWSZCZAK, G. WOJCIK, D. KOLODYNSKA, UMCS, Wydziat Chemii,
Katedra Chemii Nieorganicznej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Przedmiotem badan bylo wykorzystanie bioodpadu do syntezy hydroksyapa-
tytu (Hap) oraz proba jego modyfikacji za pomocg jonitow, celem zwigkszenia jego
pojemnosci sorpcyjnych w Kierunku usuwania jonow wanadu(V) i molibdenu(VI). Do
syntezy wymienionych sorbentow wykorzystano metod¢ straceniowa, W ktorej
Ca(NOs), 4H,0 zostat otrzymany ze skorupek jaj. Przeprowadzono sorpcje w/w jondw
Z roztwordw wodnych na otrzymanym materiale. Na podstawie analizy ICP-OES wy-
znaczono stgzenia badanych jonéw metali po sorpcji. Okreslono wptyw wartosci pH na
pojemnos¢ sorpeyjna. Stwierdzono, iz pojemno$¢ sorpcyjna hydroksyapatytu po mody-
fikacji jonitem Purolit A830 zostata zwickszona nawet 2,5 razy dla jonow molibde-
nu(VI).

Wprowadzenie: Rozkwit urbanizacji wptywa réwnoczesnie na rozwoj przemyshu, a co
za tym idzie, rozbudowe badz powstawanie nowych fabryk i zaktadow. Konsekwencja
tego jest znaczny przyrost generowanych odpadéow w tym takich, ktore zawierajg metale
cigzkie jak np. molibden czy wanad. Naprzeciw temu, naukowcy wcigz opracowuja
kolejne metody, ktorych wykorzystanie bedzie szto w parze z ekonomig. w obecnych
czasach przy narzucanych restrykcjach dotyczacych zréwnowazonego rozwoju, prostej
utylizacji irecyklingu, wystepuje silny trend przechodzenia na zwigzki oraz metody
pochodzenia naturalnego, bedace neutralne wobec $rodowiska, ktorych surowce wtorne
mozna bez najmniejszych problemow odzyskaé i wykorzysta¢ ponownie. Co wigcej,
najbardziej cenione sa te metody, ktore wykorzystuja odpady jako prekursory do otrzy-
mywania takich produktow. w nastepstwie tego, najnowsze badania opieraja si¢ na pro-
jektowaniu nowych metod wykorzystujgcych W pehni naturalne produkty, badz modyfi-
kowaniu obecnych i sprawdzonych technik. Metody sorpcyjne sg aktualnie najbardziej
skuteczng metodg usuwania zanieczyszczen z wod i Sciekow, dlatego tez otrzymywanie
nowych sorbentow jest aktualnym tematem badan. Pojemno$¢ sorpcyjna jest jednym
Z paramentOw oceny sorbentow, dlatego podjeto modyfikacje hydroksyapatytu w celu
zwigkszenia skuteczno$ci usuwania jonow wanadu(V) i molibdenu(V1).

Cze$¢ eksperymentalna: W pierwszym etapie badania opieraly si¢ na syntezie hydrok-
syapatytu oraz jego modyfikacji jonitem wykorzystujac metod¢ mokra. Zastosowanymi
odczynnikami byly czterowodny azotan(V) wapnia, ktory zostat weze$niej otrzymany ze
skorupek jaj, wodorofosforan(V) diamonu, stezony amoniak oraz jonit Purolit A830.
W pierwszej kolejnosci dokonano obrobki zebranych skorupek jaj. Zostaty umyte deter-
gentem, wysuszone oraz zmielone w miynku planetarnym. Nastepnie otrzymany proszek
poddano wypiekaniu w temperaturze 1000°C przez 3h, celem przeksztatcenia wystepuja-
cego naturalnie w skorupkach weglanu wapnia W tlenek wapnia. Taka obrobka pozwoli-
fa rowniez na sprawne pozbycie si¢ zwigzkow organicznych. Otrzymany w ten sposob
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CaO roztworzono w stechiometrycznej iloSci kwasu azotowego(V), po czym poddano
krystalizacji. Dla potwierdzenia otrzymania czterowodnej soli azotanu(V) wapnia wyko-
nano miareczkowanie otrzymanego produktu oraz wzorca Ca(NO3z),4H,0O roztworem
EDTA w obecnosci czerni eriochromowej. Wyniki potwierdzity stopien uwodnienia
otrzymanej soli. Syntez¢ czystego hydroksyapatytu oraz jego modyfikacji przeprowa-
dzono wykorzystujac stracanie, zachowujac stosunek molowy Ca/P réwny 1,667 zgod-
nie z reakcja ponizej.

10 Ca(NO3)24 H,O+6 (NH4)2HPO4 + 8 NH; > Calo(PO4)6(OH)2 + 20 NH;NO3 + 38 H,0

W tym celu przygotowano roztwory czterowodnego azotanu(V) wapnia o stezeniu 0,1
(mol/L) oraz roztwory wodorofosforanu(V) diamonu o stezeniu 0,06 (mol/L). Warto$ci
pH tych roztworéw doprowadzono do okoto 10 wykorzystujac stezony amoniak. Na-
stgpnie tak przygotowane roztwory potaczono i mieszano przez 3h, wykorzystujac mie-
szadto magnetyczne. Powstalg zawiesine odstawiono w celu starzenia na 24h, po czym
przesaczono przez saczek i Suszono w temperaturze okoto 40°C. Analogicznie wykonano
syntez¢ z uzyciem Purolitu A830 tj. po przygotowaniu i ustaleniu pH roztwordw
Ca(NOs),4H,0 i (NH4),HPO,, zmielony jonit dodano do roztworu wodorofosforanu(V)
diamonu w stosunku m/v 1:2000, a nastepnie postepowano zgodnie Z wezesniej ustalong
procedurg. Synteze W podwyzszonej temperaturze przeprowadzono w ten sam sposob
w 70°C. Przeprowadzono sorpcje jondéw Mo(VI) oraz V(V) wykorzystujac otrzymane
sorbenty. w tym celu przygotowano roztwory Mo(VI1) i V(V) o stezeniach 50 mg/L kaz-
dy i roznych warto$ciach pH tj. 2, 5, 8. w kolbach stozkowych odwazono po 0,1g odpo-
wiedniego sorbentu a nastepnie wlano 0,025L danego roztworu. Kolby umieszczono na
wytrzgsarce i kontaktowano przez 24h. Do oznaczenia stezenia jonéw Mo(VI) i V(V) po
sorpcji, wykorzystano aparat ICP-OES.

Wyniki: Do wyznaczenia pojemnosci sorpcyjnej  wykorzystano wzor:
(Ci - Ceq) %
B m
gdzie, C; jest to stezenie poczatkowe jonoéw wanadu(V) lub molibdenu(VI) (mg/L)
w roztworze przed procesem sorpcji; Ceq to stezenie rownowagowe jonow V(V) lub
Mo(VI) po sorpcji; V to objetosé roztworu, ktory poddano sorpcji (L); m to masa od-
wazki sorbentu (g).
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Rys. 1. Wykres zalezno$ci pojemnosci sorpcyjnej Hap i Hap-Purolit A830 od wartosci pH roztworow dla
jonow Mo(VI) (A) oraz V(V) (B).
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Rys. 2. Poréwnanie wptywu temperatury syntezy sorbentu Hap-Purolit A830 na zalezno$¢ pojemnosci
sorpeyjnej od wartosci pH roztwordw jonow Mo(VI) (A) i jonoéw V(V) (B).
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W oparciu o otrzymane wyniki stwierdzono wzrost pojemnos$ci sorpcyjnej modyfikowa-
nego jonitem hydroksyapatytu w petnym, badanym zakresie pH tj. 2-8 dla obu jonow
Mo(VI) oraz V(V). Na podstawie powyzszych wykresow dowiedziono, ze warto$¢ pH
roztworow Mo(VI) ma znaczacy wpltyw na pojemnos¢ sorpcyjng otrzymanego materialu
oraz, ze W roztworach o pH kwasnym osiagni¢to najwyzsze warto§ci pojemnosci sorp-
cyjnej w kazdej z prob. Nalezy zaznaczyé, ze W przypadku sorpcji jonéw V(V), Hap
oraz Hap-Purolit A830 okazaly si¢ by¢ najmniej wrazliwe na wzrost warto$ci pH, pod
wzgledem zmiany pojemno$ci sorpcyjnej. Zgodnie z rysunkiem 2 wykazano rowniez, iz
przeprowadzenie syntezy zmodyfikowanego jonitem hydroksyapatytu w temperaturze
70°C, przyczynia si¢ do nieznacznej poprawy wartoéci pojemnosci sorpcyjnej
W szczeg6lnosci dla jonu Mo(VI).

Whioski: Niewielki dodatek jonitu Purolit A830, ktorym zmodyfikowano hydroksyapa-
tyt spowodowal znaczny wzrost jego pojemnosci sorpcyjnej, W Kierunku usuwania jo-
néw Mo(VI) oraz V(V). Przeprowadzone badania dowiodtly, ze hydroksyapatyt moze
by¢ modyfikowany jonitami atego typu materialy maja wysoki potencjat w kwestii
oczyszczania wod oraz Sciekow z metali cigzkich. Potwierdzono mozliwo§¢ wykorzy-
stania bioodpadu jakim sg skorupki kurzych jaj do syntezy hydroksyapatytu oraz dalsza
perspektywe na wykorzystanie i modyfikacje zwiazkow naturalnych celem polepszenia
efektywnosci sorpcji jonéw metali.

Badania wykonano w ramach projektu **Projektowanie i wytwarzanie funkcjonal-
nych matryc nieorganicznych metodami in situ oraz przez neutralizacje odpado-
wych $ciekéw zawierajacych wanadany: wlasciwoS$ci, oddzialywania powierzchnio-
we, testy katalityczne ielektrochemiczne, NCN OPUS 2015, nr umowy UMO-
2018/29/B/ST8/01122.
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USUWANIE JONOW Th(IV) PRZY UZYCIU KOMPOZYTU
na BAZIE CZERWONEJ GLINKI

M. TURSKA, A. GLADYSZ-PLASKA, Z. HUBICKI, UMCS, Katedra Chemii Nie-
organicznej, Wydziat Chemii, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Tor jest pierwiastkiem z grupy aktynowcow, wykorzystywanym jako paliwo
torowe do produkcji energii elektrycznej w elektrowniach jadrowych. z uwagi na ryzyko
przedostania si¢ tego metalu do srodowiska i jego toksyczny wplyw na zdrowie i zycie
organizmow waznym zagadnieniem jest opracowanie sposobu jego eliminacji. Celem
pracy bylo otrzymanie naturalnego kompozytu na bazie glinki czerwonej i zbadanie jego
wlasciwosci sorpcyjnych w stosunku do jonow toru. Do adsorpcji jonow torowych wy-
korzystano naturalne sorbenty: zmielone zotgdzie, glinkg czerwong oraz glinke czerwona
zmieszang ze zmielonymi zotedziami.

Woprowadzenie: Tor jest blyszczacym, kowalnym iciezkim metalem o ggstosci
11,724 glem®. Ma srebrzystobiata barwe, jest migkki irozciagliwy [1]. Wystepuje
w dwoch odmianach alotropowych: o (<1673K) oraz B (>1673K). Tor posiada kilka
izotopoéw promieniotworczych o liczbach masowych od 212 do 236, jednak prawie
100 % stanowi izotop **°Th, czyli tak zwany izotop rodny [2]. Zrodlem metalicznego
toru sg mineraly wystepujace W przyrodzie, pierwiastek ten jest gtéwnym sktadnikiem
6 mineralow: szeralitu, torytu, huttonitu, pilbarytu, torianitu, torogummitu oraz monacy-
tu [3]. Tor jest metalem trudnym do otrzymania, dlatego wyodrgbnia si¢ go z mineratéw,
gtdwnie monacytu [4]. Dawniej wykorzystywano gtownie duzg odporno$¢ toru na wy-
soka temperaturg, stosujac go do wyrobu siatek zarowych do lamp gazowych. Aktualnie
tor jest postrzegany jako bardzo efektywny surowiec, a mianowicie paliwo energetyczne
w elektrowniach jadrowych. Jest on materiatem, dzigki ktéremu mozna otrzymac rozsz-
czepialne izotopy uranu ?*U. w reaktorach powielajacych, pod wptywem promieniowa-
nia neutronowego izotop *Th ulega dwém przemianom B, ktére prowadza do otrzyma-
nia 23U, jest to tak zwany cykl torowo-uranowy [5]. Zastosowanie toru w elektrowniach
atomowych ma swoje wady i zalety. Aby w petni korzysta¢ z jego mozliwosci, nalezy
pokona¢ trudno$ci procesu przemiany toru w uran. Paliwo torowe wymaga silniejszych
rozpuszczalnikdw oraz obecno$ci katalizatora — fluoru [2]. Mimo tych przeciwnosci
uzycie toru jest bardziej wydajnym rozwigzaniem. Zasoby toru na $wiecie sg znacznie
wigksze niz uranu. Ponadto, aby wykorzysta¢ uran nalezy go najpierw wzbogacic, przez
co proces staje si¢ mato wydajny i zdecydowanie mniej optacalny. w przypadku toru, nie
ma takich komplikacji, a dodatkowo zapewnia on praktycznie catkowite zuzycie mate-
rialu W przeciwienstwie do paliwa uranowego gdzie 98 % surowca zostaje niewykorzy-
stane i stanowi trudne do zneutralizowania odpady promieniotworcze [6]. Pomimo, ze
paliwo torowe pozostawia mniej odpadoéw do zneutralizowania, nalezy je usuna¢. Istnie-
je na to wiele sposobow: ekstrakcja rozpuszczalnikowa, wymiana jonowa, metody stra-
ceniowe, membranowe, biosorpcja i adsorpcja. Wigkszo$¢ tych metod jest bardzo kosz-
townych, jednak adsorpcja jest nie tylko tansza, ale rowniez bardzo efektywna, wydajna
i nie wymaga stosowania drogich odczynnikoéw chemicznych [7]. Najczeéciej stosowa-
nymi adsorbentami s3: aluminozele, silikazele, wegiel aktywny oraz sita molekularne
[8]. Do usuwania toru z roztworéw wodnych uzywano na przyktad perlitu, amorficznej
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krzemionki, atakze chitozanu sprzgzonego z sulfonianem aminonaftolu. w ponizszej
pracy przeprowadzono adsorpcj¢ jondw toru z roztworéw wodnych za pomoca natural-
nych sorbentow takich jak: zmielone zotedzie, glinka czerwona oraz mieszanka glinki
czerwonej ze zmielonymi zotgdziami.

Cze$¢ eksperymentalna: Material W postaci owocow dgbu zostat zebrany jesienia,
wysuszony wstepnie W temperaturze pokojowej, a pézniej W suszarce w temperaturze
50°C. Wysuszone zoledzie zmielono, przesiano przez sito o rednicy oczek 0,1 mm
i wykorzystano do otrzymania sorbentu mieszanego (glinka czerwona +zotedzie)
W proporcji po 5 g kazdego z tych materialow. Tak przygotowang mieszaning kontakto-
wano przez 6 godzin z 200 ml 0,01 M roztworu NaOH na wytrzasarce mechanicznej. Po
tym czasie osad zostal przesaczony na saczku twardym, przemyty kilkakrotnie woda
w celu odmycia nadmiaru zasady i doprowadzenia pH przesaczu do wartosci pH=6.
Nastepnie wysuszony W temperaturze pokojowej, a potem w suszarce w temperaturze
50°C. Tak przygotowany sorbent wykorzystano do adsorpcji jondw toru z roztworéw
wodnych. Przeprowadzono badanie w zaleznos$ci od masy sorbentu, stezenia jonéw toru
i warto$ci pH roztworow.

Wyniki: W pierwszym etapie zbadano wptyw masy sorbentu na proces adsorpcji toru.
Kazdy sorbent odwazono w ilo$ciach: 0,05 g, 0,1 g, 0,15 g oraz 0,20 g, a nastepnie pota-
czono je z 50 cm? roztworu Th(IV) o stezeniu 0,0005 mol/dm®. Tak przygotowany roz-
twor wytrzasano przez 5 godzin W wytrzagsarce mechanicznej, nastepnie przesgczono na
saczkach, odwirowano i zmierzono spektrofotometrycznie stezenie jonéw toru. Wyniki
zaprezentowano na rysunku 1.

=, 100 ~———" "

-

g 0

< 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
X

Masa sorbentu [g]

—@— Zmielone zotedzie
Glinka czerwona

Zmielone zotedzie+glinka czerwona

Rys.1. Porownanie wptywu masy sorbentu na proces adsorpcji jonow toru (IV).

W kolejnym etapie zbadano wplyw wartosci pH na proces adsorpcji jonéw toru. Przygo-
towano roztwory o wartosciach pH: 3, 5, 8 ill, ze stalym stezeniem toru(IV)
0,0005 mol/dm? i stalej nawazce sorbentow 0,05 g. Tak przygotowany roztwor wytrzasano
przez 5 godzin w wytrzasarce mechanicznej, nastgpnie przesaczono na saczkach, odwiro-
wano i wykonano pomiary spektrofotometryczne. Wyniki zaprezentowano na rysunku 2.
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Rys.2. Porownanie wptywu wartosci pH roztwordw na proces adsorpcji jonow toru (IV).

Ostatnim etapem bylo zbadanie zalezno$ci adsorpcji od st¢zenia roztworow Th(IV)
w zakresie od 0,0001 do 0,001 mol/dm?® ze stata nawazka sorbentow 0,05 g. Tak przygo-
towany roztwor wytrzasano przez 5 godzin W wytrzasarce mechanicznej, nastgpnie po-
stepowano analogicznie jak W przypadku wyzej opisanych badan. Wyniki zaprezento-
wano na rysunku 3.
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Rys.3. Izotermy adsorpcji jondéw toru (IV).

Whioski: Z przeprowadzonych badan wynika, ze wraz ze wzrostem masy sorbentu
wzrasta procent adsorpcji jonow toru. W przypadku trzech badanych sorbentéw osiagnie-
ty zostal poziom praktycznie stalty wynoszacy 87% adsorpcji dla masy 0,2 g. Przy czym
dla Zotedzi oraz mieszanki zotedzi z glinka czerwona procent adsorpcji wzrastat powoli
wraz ze wzrostem masy. Analizujac wpltyw pH stwierdzono dla trzech sorbentow wzrost
adsorpcji wraz ze wzrostem pH oraz ustalenie si¢ na stalym poziomie W obszarze zasa-
dowego pH. Otrzymane izotermy adsorpcji jonéw toru zostaly zarejestrowane W tempe-
raturze 20°C dla zakresu stezen jonéw toru od 0,0001 do 0,001 mol/dm®. z poréwnania
izoterm wynika, ze najwyzsza warto$¢ adsorpcji maksymalnej w badanym zakresie ste-
zen stwierdzono dla zotedzi i wynosita ona 5,94x10™ mol/g. Natomiast w przypadku
glinki czerwonej oraz mieszaniny glinki czerwonej z zotedziami warto$¢ ta byta znacz-
nie nizsza i wyniosta 3,55x10* mol/g i 3,86x10™ mol/g. Podsumowujac, naturalne sor-
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benty takie jak zotedzie i glinka czerwona moga by¢ z powodzeniem stosowane do usu-
wania jonow toru (IV) z roztworéw wodnych.
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KILKA FAKTOW na TEMAT NUZYCY OCZNEJ

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, UM Lublin, Wydziat Lekarsko- Dentystyczny, Zaktad
Genetyki Nowotworéw z Pracownig Cytogenetyczng, 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: Demodex folicullorum i Demodex brevis sa powszechnie wystgpujacymi
roztoczami. Mozna je znalez¢é zarowno w organizmach ludzi, jak izwierzat. Pierwsze
odkrycie rodzaju Demodex miato miejsce w 1840 roku. Nazwa tego roztocza pochodzi
od dwoch greckich stéw oznaczajacych tluszez i kornik. Ich obecno$é mozna wykry¢
w mieszkach wlosowych, gruczotach tojowych, zwlaszcza w okolicach ciala o duzej
wilgotno$ci. Infekcja jest zwykle spowodowana bezposrednim kontaktem, a takze
wspolnym stosowaniem kosmetykow, posScieli i recznikow. Demodex spp. zywi sie
sebum, komorkami nabtonka i gruczotéw oraz limfa. Moze powodowac stany zapalne
skory i brzegdéw powiek. Nuzyca moze przebiega¢ bezobjawowo lub objawia¢ sie takimi
objawami jak: $wiad, zaczerwienienie, tuszczenie grudek i krost. Uwaza sig, Ze sg przy-
czyna tradziku rézowatego, ktory jest podobny do nuzycy, a takze tupiezu mieszkowego,
krostkowego zapalenia mieszkow wlosowych, okotoustnego ziarniniakowego zapalenia
skory i przebarwien na twarzy. Moze by¢ waznym czynnikiem etiologicznym przewle-
klego zapalenia powiek. Infekcja Demodex i towarzyszace jej choroby oczu stanowig
istotny problem w codziennej praktyce okulistow. Na brzegach powiek Demodex spp. sa
powszechnie spotykane. Gléwne objawy kliniczne nuzycy ocznej to: zapalenie gruczo-
tow Zeissa, Molla i/lub Meiboma z nawracajacym zapaleniem powiek, przewlekle zapa-
lenie powiek, $wiad powiek, zapalenie mieszkéw wlosowych wokoét rzes, wypadanie
rzes, przebarwienia skory powiek, tupiez cylindryczny, sucho§¢ powierzchni oka
i gradowka. w artykule przedstawiamy biologie i epidemiologie Demodex spp. w demo-
dekozie oczu.

Wprowadzenie: Nuzefice to pasozyty zyjace na skorze wielu gatunkéw ssakow. Opisa-
no ponad 100 réznych gatunkéw z rodzaj Demodex. z czego dwa gatunki pasozytuja na
skorze cztowieka - nuzeniec ludzki (Demodex folliculorum) (rys.1) oraz nuzeniec krotki
(Demodex brevis) [2,3].
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Rys.1. Nuzeniec ludzki przy rzgsie [zrodlo wlasne].

Charakterystyka: Objawy kliniczne nuzycy oka sa zwykle nietypowe, a pacjenci cze-
sto przechodza chorobe bezobjawo. Gao iin. [4] zauwazyli korelacje miedzy liczba
roztoczy Demodex aintensywnos$cia objawoéw. Pacjenci z zapaleniem powiek
i zdiagnozowang nuzycg oczng wymieniali wystepowanie objawow takich jak: swedze-
nie, pieczenie, uczucie cigzkich powiek, nadmierne tzawienie [5]. Inne objawy nuzycy
ocznej moga obejmowaé oko isa to: przekrwienie powiek ispojowek, tupiez cylin-
dryczny (rys. 3) utrata brwi (rys. 2), $wiattowstret i nadwrazliwo$é dymu i kurzu [11].
Gao iin. [4] zauwazyt dysfunkcje gruczotéw Meiboma w 63,6% i utrate rzgs u 45,5%
0s0b ze zdiagnozowang nuzyca powiek.

Nieleczona nuzyca gatki ocznej moze prowadzi¢ do powaznych komplikacji. Zapalenie
spowodowane duza liczbg pasozytbw moze wpltywaé na rogdéwke, spojowke
i powodowa¢ neowaskularyzacje, przekrwienie spojowek. Wazne jest zastosowanie
W leczeniu antybiotykow lub lekow przeciwwirusowych, co powoduje znaczacg popra-
we | zmniejszenie objawow [5].

L

. 48 - - -
Rys.2. Zanik brwi u pacjenta z inwazja Demodex sp. [Zrodto whasne].
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Rys.3. Lupiez cylindryczny na powiece [zrodto wiasne].

Whioski: Demodekoza oczna stanowi duzy problem wérod pacjentow okulistycznych.
Bardzo wazna jest profilaktyka, ktora polega na rygorystycznej pielegnacji powiek,
poprawie higieny osobistej, nie dzieleniu si¢ recznikami i kosmetykami z osobami zara-
zonymi Demodex spp. Leczenie nie powinno mie¢ na celu catkowite zwalczenie rozto-
czy, a wprowadzenie §rodowiska oka do stanu rownowagi [7].
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Skwarek Ewa 290, 333
Sofinska-Chmiel Weronika 151
Sowa Karolina 282
Sroka-Bartnicka Anna 77, 80
Stachniuk Anna 69, 163
Stachowiak Klaudia 214
Stolyarchuk Natalia 306
Studzinski Marek 181
Sumara Agata 69, 163
Sulej Justyna 73, 155
Su$niak Katarzyna 32, 84
Swatek Anita 20, 51, 142
Szewczuk-Karpisz Katarzyna
317
Szulc J. 238,313
Szymczyk Aleksandra 138

Swiderski Grzegorz 196, 246
Swistocka Renata 159, 177,
218,222

Tomaszewska-Gras Joanna

163
Trzpil Alicja 69, 163

349

Turska Monika 341

Turska-Szewczuk Anna 12

Tyniecka Gabriela 196

Tyszczuk-Rotko Katarzyna
115, 131

Wardak Cecylia 103
Wawrzaszek Barbara 325, 329
Wawszczak Alicja 337
Wiater Adrian 47, 171
Wisniewska Matgorzata 313
Wlaztowska Edyta 119
Wlizto Kamila 47, 171
Wnuczek Krystyna 274, 282
Wojciechowska Barbara 204
Wojciechowska Karolina 204
Wotowicz Anna 242
Wojcicka Grazyna 55, 69,
163,230
Wojcik Grzegorz 337
Wojcik Klaudia 24
Wojcik Magdalena 65
Wojcik Patryk 20
Wrzesniewska Karolina 16
Waujcicki Lukasz 208, 250
Wyrwas Marta 159

Zabiszak Michat 192, 214

Zamtynska Katarzyna 127, 147

Zawada Izabela 204

Zienkiewicz-Strzatka Matgo-
rzata 306

Zebracki Kamil 32
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Selwa Sp. z o.0. jest autoryzowanym przedstawicielem firm:

o
SCIoM
INSTRUMENTS

e SCION Instruments scioninstruments.com

Chromatografy gazowe, cieczowe spadkobiercy swiatowego lidera firmy Varian w tej dziedzinie:

- niezawodne chromatografy gazowe nowej generacji serii 8300/8500

- zaawansowane chromatografy gazowe ze spektrometrami masowymi SQ (8700) i TQ (8900)

- chromatografy cieczowe serii 6000-LC w réznych konfiguracjach

- systemy do przygotowania probek headspace HT-3 i Versa (wczesniej Teledyne Tekmar)

- serie analizatoréw do analizy probek srodowiskowych, petrochemicznych itp.

- wszystkie niezbedne akcesoria, czesci oraz kolumny do chromatografii gazowej i cieczowej

- oprogramowanie sterujgce chromatografami cieczcowymi i gazowymi wiekszosci marek na $wiecie
charakteryzujace sie tatwoscig obstugi oraz nieograniczonym zakresem mozliwosci obrébki danych

e nanalysis

¢ Nanalysis Corporation nanalysis.com
Nastotowe, wszechstronne spektrometry rezonansu magnetycznego dostepne pod rekg w kazdym
laboratorium. Spektrometry dostepne w dwéch wersjach 60MHz i 100MHz i kazda w opcji ekonomicznej i
profesjonalnej. Pomiary izotopow 1H, 7Li, 11B, 13C, 19F, 31P. Praca z standardowymi rurkami 5mm
wykorzystywanymi dotychczas w stacjonarnych spektrometrach NMR. Urzadzenia ze statym magnesem bez
koniecznosci chtodzenia kriogenicznego. Wyposazone w prosty, dotykowy interfejs.

o F-DGSi f-dgs.selwa-lab.pl
Generatory gazdw czystych i ultraczystych do wytwarzania gazéw w dowolnym miejscu:
- generatory wodoru - czysto$¢ do 99,9999%, maksymalne cisnienie do 12 bar
- generatory azotu - czysto$¢ do 99,995%, maksymalne cisnienie do 8 bar
- generatory czystego i ultraczystego powietrza
- zintegrowane stacje dostarczajace wodor, azot, powietrze

e LabTech Srl www.labtechsrl.com
Podstawowe wyposazenie kazdego laboratorium:
- wysokiej jakosci wyparki prézniowe pionowe i diagonalne
- niezawodne mieszadta magnetyczne z grzaniem
- ptyty grzewcze oraz bloki do mineralizacji prébek
- cyrkulatory i faznie wodne o szerokim zakresie zastosowania

www.selwa-lab.pl tel. 0048 22 29 25 106 do 107 Selwa Sp. z 0.0.

biuro@selwa-lab.pl fax. 0048 22 29 25 108 ul. Gréjecka 194/35
02-390 Warszawa
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Jestesmy liderem w dostarczaniu
i wdrazaniu nowoczesnych rozwigzan
z branzy Analizy Instrumentalnej,

Diagnostyki Molekularnej i Genomiki.
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Oferujemy chromatografy, spektrometry mas, spektrometry atomowe, spektrofotometry
oraz inne urzadzenia wykorzystywane w analizie instrumentalnej. Razem z oprogramowaniem
i wdrozeniem aplikacyjnym.

Poza sprzedaza produktéw Perlan posiada wykwalifikowany zespét ponad 30 inzynieréow
serwisu oraz inzynierdw aplikacyjnych, ktérzy na terenie catego kraju dbajg o sprawnos¢
instrumentdw i ciggtos¢ badawcza realizowang z udziatem naszych aparatéw.

Kwadrupolowy System 7250 Sekwenator
spektrometr mas ICP-MS 7850 GC/MS Q-TOF DNBSEQ-G50

Perlan Technologies Polska Sp. z 0. 0.

ul. Putawska 303, 02-785 Warszawa

Telefon: (+48) 22 549 14 00; Fax: (+48) 22 549 14 01

Email: klient@perlan.com.pl www.perlan.com.pl
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Laboratorium Analityczne

U M c S Plac M. Curie-Sktodowskiej 3
20-031 Lublin

www.lab.umcs.lublin.pl
. (81) 537-57-96, (81) 537-57-46
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Metody badawcze, ktérymi dysponujemy

spektroskopia
o FT-NMR (1D i 2D)
o FT-IR (ATR, PAS, DRIFT, MIR)
o FT-Ramana
o XRF
dyfrakcja rentgenowska (XRD, SAXS)
porozymetria i chemisorpcja
mikroskopia
o elektronowa SEM, TEM

o optyczna (metalograficzna, EDF, 3D, BF, DF)

o sitatomowych, AFM (QNM, TM, CM, MFM, STM, EC AFM/STM)
profilometria optyczna (3D)
system analityczny ultrawysokiej prézni (XPS, UPS, AES, ISS, SPM, STM, AFM, LEED, TPD,
FT-IR)

UMCS

Laboratorium Analityczne
Plac M. Curie-Sktodowskiej 3

20-031 Lublin

www.lab.umcs.lublin.pl

R (81) 537-57-96, (81) 537-57-46

POLSKIE CENTRUM AKREDYTACJI

POLISH CENTRE FOR ACCREDITATION

gﬂy\;},}g
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CERTYFIKAT AKREDYTACJI
LABORATORIUM BADAWCZEGO

ACCREDITATION CERTIFICATE OF TESTING LABORATORY

Nr AB 1548

Potwierdza sie, ze: / This is to confirm that

UNIWERSYTET MARII CURIE-SKLODOWSKIEJ W LUBLINIE
Plac Marii Curie-Skiodowskiej 5, 20-031 Lublin
INSTYTUT NAUK CHEMICZNYCH
LABORATORIUM ANALITYCZNE
Plac Marii Curie-Sklodowskiej 3, 20031 Lublin
speinia wymagania normy PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02
meets requrements of e PN-EN ISGEC 17025:2018.02 stondard

Akredytowana dziatalnos¢ jest okreslona w Zakresie Akredytacii Nr AB 1548
Accredied activy o Scope of Accredtaton No AB 1648

cy pod warunkiem przestrzegania

DYREKTOR
POLSKIEGO CENTRUM AKREDYTACJ!

20Ul

LUGYNA OLBORSKA

Warszawa, dnia 20 grudnia 2019 roku
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Spétka STACHEMA powstata w 1991 roku, jako firma zajmujgca sie domieszkami do betonu. Od tego
roku oferta chemii budowlanej jest nieustannie poszerzana. Nowe produkty odzwierciedlajg potrzeby
rynku i permanentng potrzebe zwigkszania jakosci betonu. Rozwdj spétki polega na wytwarzaniu
wiasnego programu produktéw o stale rosngcych parametrach efektywnosci dziatania domieszek.
Nieodlaczng czescia strategii firmy jest wysoko wykwalifikowane doradztwo technologiczne.
Jestesmy niezwykle skoncentrowani na kompleksowym rozwigzywaniu probleméw klienta, poprzez
badania laboratoryjne, doradztwo technologiczne na wezle, tworzenie optymalnych receptur i
stosowania adekwatnych do potrzeb, domieszek. Poprzez tak kompleksowg obstuge klienta
zdobywamy stale, dynamicznie rosngcy, udziat w rynku i niezwykle lojalnych klientéw, cenigcych
jakose.

Firma posiada certyfikat systemu zarzadzania jakoscig zgodnie z przepisami STN EN I1SO
9001:2009. Wszystkie nasze produkty majg certyfikat kontroli wewnetrznej, posiadamy zatem
prawo do znakowania naszych wyrob6éw europejskim znakiem zgodnosci.

Firma STACHEMA jest wysoko wyspecjalizowanym producentem i dostawcg kompleksowego
asortymentu chemii budowlanej. Poprzez zastosowania naszej chemii budowlanej proponujemy
rozwigzania techniczno-ekonomiczne w zakresie produkcji betonu, réwniez chemicznych srodkéw do
drewna, basendw oraz dla weterynarii.

chemia wezytkowa powierzchniowa pielegnacja = chemia budowlana

Laboratorium doswiadczalne - chemia budowlana

Spétka STACHEMA Bratislava s.r.o. otrzymata zaswiadczenie o akredytacji wystawione przez
Laboratorium Doswiadczalne STACHEMA =z datg waznosci od 23.12.2009. Akredytowane
Laboratorium Doswiadczalne STACHEMA wykonuje pobieranie prébek (poza zakresem akredytacji)
oraz proby akredytowane ponizszych materiatdéw budowlanych i produktow:

Proby dokonywane na swiezym betonie (okreslanie konsystencji, okreslanie zawartosci powietrza,
objetosciowe okreslanie masy wilgotnej mieszanki betonowej), proby dokonywane na betonie
stezonym (okreslanie wymiaréw i objeto$ciowej masy betonu stezonego, ustalanie wytrzymatosci na
Sciskanie, wytrzymatos$ci na rozcigganie przy zginaniu i inne), proby na domieszkach (ustalanie
homogenizacji i koloru, gestosci, zawarto$ci suchej masy, wilgotnosci i chtonnosci(nasigkliwosci)
betonu itd.), wybrane préby domieszek do betonu klasy | i klasy Il, wybrane préby kruszywa do
betonu, préby na matych (drobnych) produktach betonowych.
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PLASTYFIKATORY
SUPERPLASTYFIKATORY
DOMIESZKI

e NAPOWIETRZAJACE

® PRZYSPIESZAIACE WIAZANIE | TWARDNIENIE
e OPOZNIAIACE

e USZCZELNIAJACE

e ZWIEKSZAJACE WIEZLIWOSC WODY

e SPECJALNE | KOMPLEKSOWE

Stachema Polska Sp. z 0.0. | ul. Zwirki i Wigury 49, 21-040 Swidnik
tel. +48 81 745 46 60, fax +48 81 745 46 61 | stachema@stachema.pl, www.stachema.pl




Lignofix

kosmetyka drewna
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| PIELEGNACJA
DREWNA

Stachema Polska Sp. z 0.0. | ul. Zwirki i Wigury 49, 21-040 Swidnik
tel. +48 81 745 46 60, fax +48 81745 46 61 | stachema@stachema.pl, www.stachema.pl



JARMAG

Firma JarMag Sp. z o. 0. J. Krawczyk, M. Dmochewicz z siedzibg w Lublinie zostata

zatozona w 2002 roku. Swoja dzialalno$¢ rozpoczela od dystrybucji tworzyw sztucznych, wiékien,
przedz oraz innych produktéw do przemystu meblowego. Jarmag pracuje w Grupie czterech
siostrzanych spétek. Najstarsza z nich jest Przedsiebiorstwo Przemystowo - Handlowe "Standard"
Sp. z o. o. zatozone w 1990 roku, oferujace szeroka game surowcéw chemicznych dla przemystu
SpoZywczego, paszowego, nawozowego, gumowego, szklarskiego, ceramicznego,
farmaceutycznego, kosmetycznego, farbiarskiego i producentéw lakieréw oraz dla potrzeb chemii
gospodarczej.

Dzieki licznym kontaktom zagranicznym firma stata sie wiodacym importerem surowcow i
produktéw z rynku europejskiego i azjatyckiego. Z udziatem swoich klientéw wprowadzita na
rynek pozycje takie jak: maty szklane, tkaniny, réznego rodzaju wtokniny, pianke lateksowa w
rolkach i formatkach oraz maty kokosowe.

Dowodem wysokiej jakosci obstugi Klienta jest wiele wyrdznien, jakie Spotka otrzymata w
minionych latach. Do nich nalezy m. in. sze$ciokrotnie przyznany tytul Gazeli Biznesu, Certyfikat
Wiarygodnosci Biznesowej czy Diamenty Forbesa. Firma posiada réwniez certyfikaty OEKO-TEX
na asortyment ktérym dysponuje.

Oferujemy:
e W1bkna chemiczne: poliestrowe, polipropylenowe, wiskozowe, szklane,
Wilékna naturalne: kokosowe, bambusowe,
Wi1ékniny polipropylenowe i poliestrowe,
Przedze,
Maty szklane,
Pianke lateksowa, mate kokosowa, filc, spaghetti,
Tworzywa sztuczne i biodegradowalne,
Surowce chemiczne.

Dodatkowe informacje moga Panistwo uzyskac kontaktujac sie bezposrednio ze spotka.

JARMAG Sp. z 0. o. Kontakt:
e-mail: sekretariat@jarmag.pl
ul. K. Olszewskiego 4 Tel. (+48) (81) 71 00 600

20-481 Lublin Fax.: (+48) (81) 71 00 605 www.jarmag.pl
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Przedsiebiorstwo Przemystowo Handlowe STANLAB Sp. z o.0. jest firma prywatna
zatozonag w 2000 roku z siedziba w Gliwicach. Od 1 lipca 2006 gl6éwna siedziba firmy miesci sie

przy ul. K Olszewskiego 12 w Lublinie.

Oferta Firmy Stanlab Sp. z 0. o. to ponad 3000 bardzo wysokiej jakosci r6znorodnych
preparatéw i substancji chemicznych, rozpuszczalnikéw, odczynnikéw, testow oraz sprzetu
laboratoryjnego, ktéry posiadamy w ciagtej sprzedazy. Klientami firmy Stanlab Sp. z o. o. sa
hurtownie chemiczne, szpitale, osrodki badawczo-naukowe, r6znego rodzaju laboratoria
kosmetyczne, medyczne, stomatologiczne, laboratoria przyzaktadowe, szkoty, uczelnie, instytuty
badawcze. Obshugujemy kilka tysiecy podmiotéw. Pod potrzeby odbiorcéw rozwineliSmy réwniez
ustuge konfekcjonowania chemikaliéw, ktdre dostarczamy na rynek w drobnych opakowaniach. We
wrzesniu 2012 r. firma Stanlab Sp. z o. o. kupita nieruchomos¢ przy ul. Diamentowej w Lublinie
poszerzajac jednocze$nie zakres swojego dziatania o obrét ptytami meblowymi, sklejka
szalunkowa, ptytami fornirowanymi, drewnem i tarcica. W sprzedazy znajdujq sie réwniez

akcesoria meblowe oraz materiaty plandekowe.

Wspélpracujemy w firmami z Polski oraz z zagranicy. Silne kontakty wigza nas z krajami
Wschodniej Europy oraz panstwami zachodnioeuropejskimi jak: Holandia, Belgia, Hiszpania,

Francja, Niemcy, Wlochy oraz Pafistwami azjatyckimi Chiny, Kazachstan Japonia.

Dodatkowe informacje moga Parnistwo uzyskaé kontaktujac sie bezposrednio ze spétka.

PPH STANLAB Sp. z o. o. Kontakt:

e-mail: info@stanlab.eu
ul. K. Olszewskiego 13 tel. +48 81 710 07 00 www: www.stanlab.eu

20-481 Lublin fax. +48 81 710 07 05 sklep: www.sklep.stanlab.eu






