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Szanowni Mtodzi Naukowcy,

Zapraszamy Was do odkrycia fascynujacego Swiata nauki, ktory kryje przed Wami
bogactwo mozliwosci rozwoju intelektualnego i zawodowego. Jeste§my przekonani, ze
Wasza pasja i zaangazowanie beda kluczowe dla ciagtego postepu w Waszych dziedzinach
naukowych.

W dzisiejszym dynamicznym $wiecie rozwoj nauki i przemyshu ida w parze. Wasze
badania i odkrycia majg potencjat przeksztatcania teorii w praktyczne innowacje, ktére
wplywajanajakos$c zyciaisrodowisko. To wtasnie Wy, mtodzi naukowcy, macie wyjatkowa
zdolnos$¢ do kreowania nowatorskich rozwigzan i wspierania postepu technologicznego.

Dlatego z rado$cig prezentujemy Wam najnowsze osiagni¢cia naukowe, badawcze
i techniczne w formie monografii. Mamy nadzieje¢, ze tematyka prezentacji spetni Wasze
oczekiwania i inspiruje do poglebiania wiedzy, prowadzenia fascynujacych dyskusji oraz
wymiany pogladow na temat najnowszych osiagni¢¢ naukowych.

Zycze Wam przyjemnej lektury i satysfakcji ptynacej z eksploracji nowych
perspektyw.

Dorota Kotodynska
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SYNTEZA, MODYFIKACJA | STRUKTURA POLIMEROWYCH
MIKROSFER ZE SKROBIA

S. SZALKOWSKA, B. TARASIUK, B. PODKOSCIELNA, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej, Wydzial Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Polime-
réw, ul. Gliniana 33, 20-614 Lublin

Abstrakt: Celem niniejszej pracy jest synteza polimerowych mikrosfer na bazie octanu
winylu (OW) i dimetakrylanu etylenu (DME) z dodatkiem skrobi rozpuszczalnej lub
skrobi modyfikowanej kwasem borowym. Przy uzyciu analizy ATR/FT-IR potwierdzo-
no struktur¢ uzyskanych mikrosfer oraz modyfikowanej skrobi. Wykonano réwniez
zdjecia mikrosfer za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM).

Whprowadzenie: Skrobia to polisacharyd, ktory powstaje posrednio w procesie fotosyn-
tezy iztego powodu jest ona okre§lana jako surowiec odnawialny. Skrobia stanowi
glowne zrodto energii dla ludzi na catym $wiecie i jest produkowana jako weglowodan
ktacza, korzenie i bulwy. Skrobia magazynowa jest produkowana w amyloplastach jako
dyskretne granulki o r6znej morfologii W réznych roslinach, od okragtych, owalnych lub
wydtuzonych do ptaskich, soczewkowatych lub wielosciennych. Granulki skrobi sktada-
ja sie prawie W calosci z dwoch gtdéwnych polisacharydow, a mianowicie amylozy
i amylopektyny. Oba sktadajg sie z tancuchow a-(1,4)-D-glukofuranozylowych, ktore sa
wzajemnie potaczone poprzez wigzania a-(1,6)-D-glikozydowe, tworzac w ten sposdb
rozgalezienia W polimerach. Chociaz amyloza jest tradycyjnie uwazana za liniows, roz-
galezione czasteczki amylozy zawieraja niewiele rozgalgzien, ale zarowno rozgaleziona,
jak iliniowa amyloza maja dlugie tancuchy z kilkuset lub nawet tysigcami jednostek
glukozydowych, podczas gdy amylopektyna jest silnie rozgaleziona i ma stosunkowo
krotkie tancuchy. Krotkie tancuchy amylopektyny tworza podwojne helisy, ktore krysta-
lizuja i przyczyniaja si¢ do potkrystalicznej natury granulek skrobi. W wigkszosci "nor-
malnych" granulek skrobi amylopektyna stanowi gtowny sktadnik wagowy, podczas gdy
amyloza stanowi 15-30%; istnieje jednak wiele wyjatkow. Skrobie woskowe, nazwane
tak ze wzgledu na woskowy wyglad bielma w zbozach woskowych zboza woskowe, nie
zawieraja amylozy lub zawieraja jej bardzo malo. Ze wzgledu na zdolno$ci przeksztat-
cania wlasciwosci oraz szerokiej gamy dostgpnych modyfikacji, skrobia znajduje zasto-
sowanie we wszystkich sferach zycia. Wraz z rozwojem technologicznym wzrasta jej
wykorzystanie oraz zapotrzebowanie [1,2,3]. W ramach realizacji badan wykonano syn-
teze, okreslono strukture i potwierdzono sferyczny ksztatt polimerowych mikrosfer ze
skrobia.

Czesé eksperymentalna: Rozpuszczalng skrobi¢ modyfikowano mechanochemicznie
z kwasem borowym ucierajac substraty doktadnie W mozdzierzu, a nastepnie ogrzewano
mieszanine przez 20 min. w temp. 95°C. Operacje powtdrzono pieciokrotnie. Mikrosfery
polimerowe otrzymano metodg polimeryzacji emulsyjnej stosujgc jako jedng z faz roz-
twor wodny poli(alkoholu winylowego) i chlorku wapnia. Natomiast drugg faza byla
mieszanina monomeréw: octan winylu (OW) i dimetakrylan etylenu (DME), inicjatora
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polimeryzacji — «,o’-azobis(izobutyronitryl) w ilosci 1,1% w stosunku do monomeréw
i rozpuszczalnej skrobi lub skrobi modyfikowanej kwasem borowym, w alkoholu benzy-
lowym. Kopolimeryzacje prowadzono przez 10 godzin w temperaturze 78-85°C. Otrzy-
mane mikrosfery przemyto 1000 ml wody destylowanej inastepnie suszono
w temperaturze 85°C do statej wagi. Otrzymano ksztattne mikrosfery o wymiarach ¢
w granicach 35 - 160 um. Skfad otrzymanych mikrosfer polimerowych przedstawiono
w Tabeli 1.

Tabela 1. Sktad mikrosfer polimerowych.

Nr ow DME Skrobia  Skr-H,BO;
‘ la] la] la] la] ‘
1 4,30 9,90 - - |
L2 4,30 9,90 3,55 - \
.3 4,30 9,90 355
-4 4,30 9,90 213

Na rysunku 1 przedstawiono fragment struktury kopolimeru tworzacy glowna czgsc
mikrosfery.

/ M HaC
|
CH,—

c erz—Hq \
¢ 9

: 0

go <C-cHydn

|
—c,—¢ . R

R
R= ‘OH |Ub H2B03

OH

Polimerowe mikrosfery

Rys. 1. Proponowany fragment struktury kopolimeru OW-DME.
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Rys. 2. Widmo ATR-FTIR dla skrobi przed i po modyfikacji kwasem borowym.

Na rysunku 2 przedstawiono widmo ATR-FTIR dla skrobi przed i po modyfikacji kwa-
sem borowym. W zakresie 3500-3000 cm™ obserwuje si¢ praktycznie zanik pasma po-
chodzacego od grupy -OH oraz pojawienie si¢ nowych sygnaldéwm.in. od grup -CH; co
potwierdza prawidtowy przebieg modyfikacji. Na rysunku 3 przedstawione sag widma dla
otrzymanych kopolimeréw. W tym przypadku nie obserwujemy znaczacych réznic
w przebiegu widm, jedynie widoczne jest zmniejszenie si¢ intensywnosci pasm pocho-
dzacych od grup -OH.

0.08 —

0.06 — | ————— OW+DME !
77777 OW+DME+20%Skr+kw. borowy

0.04 —

0.02 —| | X

0.08 —

0.06 —

Absorbancja [a.u.]

0.04 —

0.02 —

4000 3000 2000 1000
DI. fali [cm]

Rys. 3. Widmo ATR-FTIR dla kopolimeru OW+DME oraz kopolimeru z modyfikowana skrobia.
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OW+DME+20%Skr+kw. borowy
Rys. 4. Zdj¢cia SEM badanych materiatow.

W celu potwierdzenia sferycznego ksztaltu mikrosfer wykonane zostalty zdjecia przy
uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) (Rys. 4).

Whioski: Przy uzyciu szybkiej i efektywnej metody (mechanochemii) otrzymano skro-
bi¢ modyfikowana kwasem borowym. Nastgpnie, stosujac polimeryzacj¢ suspensyjna
otrzymano polimerowe mikrosfery na bazie octanu winylu i dimetakrylanu etylenu z 20
lub 15%-owym dodatkiem skrobi i/lub modyfikowanej kwasem borowym. Z wykorzy-
staniem techniki ATR/FT-IR potwierdzono strukture otrzymanych materiatow. W kolej-
nym etapie badan otrzymane materiaty zastosowane zostang jako adsorbenty barwnych
zwiagzkow organicznych, ktore pomogg ustali¢ czy modyfikacja, przyniosta korzystne
efekty.
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FUNKCJONALIZACJA MIKROSFER POLIMEROWYCH
LINIOWYM POLIMEREM RAFT

M. MACIEJEWSKA, M. GROCHOWICZ, UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Chemii
Polimer6w, ul. Gliniana 33, 20-614 Lublin

Abstrakt: W pracy przedstawiono metod¢ funkcjonalizacji mikrosfer polimerowych za
pomocg liniowego polimeru. Mikrosfery na bazie metakrylanu glicydylu (GMA) oraz
srodka sieciujgcego: 1,4-dimetakryloiloksybenzenu (1,4DMB) otrzymano za pomoca
polimeryzacji jednokrotnego spgczniania, a nastgpnie poddano procesowi funkcjonaliza-
cji z wykorzystaniem liniowego poli(metakrylanu glicydylu) (poliGMA). Strukture
chemiczng otrzymanych polimeréw potwierdzono przy uzyciu spektroskopii FTIR
z wykorzystaniem techniki ostabionego catkowitego odbicia (ATR) oraz spektroskopii
Ramana. Dodatkowo zbadano wtasciwosci termiczne otrzymanych materiatow.

Woprowadzenie: Mikrosfery polimerowe ze wzgledu na réznorodnosé wiasciwosci
mozna stosowac do sorpcji metali cigzkich czy tez jako sorbenty W wypetnieniach chro-
matograficznych. Funkcjonalizacj¢ mikrosfer polimerowych mozna prowadzi¢ na drodze
modyfikacji chemicznej czy tez bezposredniej syntezy z monomerow zawierajacych
grupy funkcyjne [1-3]. W celu wprowadzenia grup funkcyjnych do struktury mikrosfer
mozna wykorzysta¢ takze tancuchy polimerowe otrzymane za pomoca kontrolowanych
zyjacych metod polimeryzacji rodnikowej. Zastosowanie polimeryzacji z addycyjno-
fragmentacyjnym przeniesieniem tancucha (RAFT) umozliwia otrzymanie polimerow
0 waskim rozrzucie $rednich mas molowych oraz pozwala na wprowadzenie funkcjonal-
nosci na konce tancucha polimerowego. Polimeryzacja RAFT opiera si¢ na wykorzysta-
niu odwracalnego przeniesienia tancucha w wyniku reakcji ze zwiazkiem ditiokarbony-
lowym. Etap inicjacji i terminacji przebiegajg tak samo jak w tradycyjnej polimeryzacji
rodnikowej [4].

W pracy przedstawiono syntez¢ mikrosfer polimerowych funkcjonalizowanych linio-
wym poliGMA w érodowisku tributylofosfiny (PBusg) lub trietyloaminy (TEA). Nastep-
nie scharakteryzowano struktur¢ chemiczng oraz wiasciwosci termiczne otrzymanych
materiatow polimerowych.

Czes¢ eksperymentalna: Mikrosfery polimerowe otrzymano z wykorzystaniem mono-
meru funkcyjnego GMA oraz monomeru sieciujacego 1,4DMB za pomoca polimeryzacji
jednokrotnego speczniania. Nastgpnie na powierzchni¢ mikrosfer wprowadzono grupy
tiolowe na drodze otwierania pier§cienia oksiranowego za pomoca kwasu tioglikolowe-
go [5]. Szczepienie poliGMA (Mn = 6800 Da) na powierzchni mikrosfer poli(GMA-co-
1,ADMB)-SH przeprowadzono w srodowisku tetrahydrofuranu, w obecnosci katalitycz-
nych ilosci PBuz lub TEA (Rys.1). Reakcje szczepienia prowadzono w atmosferze
ochronnej azotu w temperaturze otoczenia w stanie ciggtego mieszania (150 rpm) przez
5 godzin. Widma FTIR potwierdzajgce strukture chemiczng badanych polimeréw otrzy-
mano wykorzystujac spektrometr FTIR Tensor 27 wyposazony W przystawke ATR
(Bruker, Niemcy). Analiza Ramana zostala wykonana za pomoca mikroskopu Via
Reflex Raman (Renishaw, UK). Badanie wtasciwos$ci termicznych wykonano za pomoca
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analizy termograwimetrycznej przy uzyciu urzadzenia STA 449 F1 Jupiter (Netzsch,
Germany).

CHj

CN
Ne e H C C—CHZ —c cm}
c cH s O/K/ Hy—SH
o 5
ch c:H3 o \ﬂ/
PBu, Iub TEA f
0 polil GMA-co-1 4DMB -SH

RAFT-poliGMA
S‘—GH
OH

Rys.1. Schemat funkcjonalizacji mikrosfer polimerowych za pomoca polimeru liniowego poliGMA.

Wyniki: Strukture chemiczng otrzymanych polimeréw potwierdzono przy uzyciu spek-
troskopii FTIR/ATR oraz Ramana. Widma dla otrzymanych polimeréw przedstawiono
na Rys. 2 i 3. Na widmach FTIR widoczne sa zmiany w zakresie 800-1000 cm™ zwia-
zane z drganiami pierScienia oksiranowego. Wyjsciowe mikrosfery poli(GMA-co-
1,ADMB)-SH nie zawieraja W swojej strukturze ugrupowan oksiranowych, natomiast
w wyniku reakcji szczepienia poliGMA grupy oksiranowe zostaty wprowadzone na ich
powierzchni. Swiadczy o tym pojawiajace si¢ na widmie FTIR dla polimeréw szczepio-
nych pasmo przy 845 cm™. Dodatkowo na widmach Ramana widoczne jest tez pasmo
przy 908 cm™ wynikajgce z drgania piericienia oksiranowego. Ponadto na widmach
FTIR i Ramana obserwuje si¢ zmiany intensywnosci pasma przy 2572 cm™ pochodzace-
go od drgan grupy -SH Grupa tiolowa obecha w strukturze mikrosfer wyjsciowych zo-
stata wykorzystana w reakcji otwierania pierscienia oksiranowego W poliGMA. Dlatego
tez na widmach mikrosfer funkcjonalizowanych w $rodowisku TEA pasmo przy
2572 cm™ catkowicie zaniklo, a W przypadku uzycia PBus obserwuje sie spadek inten-
sywnosci tego pasma.
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Rys.2. Widma FTIR/ATR dla poli(GMA-co-14DMB)-SH (1), RAFT-poliGMA (2), RAFT-poliGMA-
poli(GMA-co-1,4ADMB) z PBus; (3), RAFT-poliGMA-poli(GMA-co-1,4ADMB) z TEA (4).

15



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Wtasciwosci termiczne polimeréw okreslono za pomoca analizy termograwimetrycznej
(TG). W tabeli 1 podano temperatury 5% i 50% ubytku masy

(Tsoe, Tso0), temperatury maksymalnego ubytku masy (Tna.x) oraz odpowiadajace im
ubytki masy (Am). Krzywe TG i DTG przedstawiono na Rys. 4.

908

+«—2572

Intensywnos$¢ Ramana [a.u.]

T

T
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2 M
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Rys. 3. Widma Ramana dla poli(GMA-co-1,ADMB)-SH (1), RAFT-poliGMA-poli(GMA-co-1,4DMB)-SH
z TEA (2), RAFT-poliGMA-poli(GMA-co-1,4ADMB)-SH z PBu; (3).

Tabela 1. Dane TG i DTG dla otrzymanych polimerow.

Nazwa pr(’)bkl Tsoo | Tsow | Tmaxt | Amy | Traxe | Amy
[°Cl|[°C] | [°C] | [%] | [°C] | [%]
RAFT-poliGMA-poli(GMA-co-1,4DMB)-SH 236 | 344 | 361 | 88 | 485 | 12

z PBus
RAFT-poliGMA-poli(GMA-co-1,4ADMB)-SH 159 | 337 | 340 | 78,8 | 491 | 16,4

zTEA
poli(GMA-co-1,4DMB)-SH 276 | 347 | 356 | 84,4 | 479 | 15,6

Z przebiegu krzywych DTG wynika, ze degradacja termiczna mikrosfer wyj$ciowych
i szczepionych przebiega w dwoch etapach. Stabilno$¢ termiczna poli(GMA-co-
1,ADMB)-SH wynosi 276°C, o czym $§wiadczy warto$¢ Ts,, Natomiast po funkcjonaliza-
cji polimerem liniowym stabilno$¢ termiczna spada. Pierwsze maksimum rozktadu ob-
serwuje sie dla mikrosfer przed i po funkcjonalizacji w zakresie 340-360°C przy ubytku
masy w granicach 80-90%. Natomiast drugie maksimum obserwowane jest w zakresie
480-490°C z ubytkiem masy od 12-16%.
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Rys. 4. Krzywe TG i DTG dla poli(GMA-co-1,4DMB)-SH, RAFT-poliGMA-poli(GMA-co-1,4DMB)-SH
z TEA oraz RAFT-poliGMA-poli(GMA-co-1,4ADMB)-SH z PBu; w atmosferze powietrza.

Whioski: Stosujac reakcje otwierania pierScienia oksiranoweg0 przez grupy tiolowe
otrzymano mikrosfery polimerowe funkcjonalizowane liniowym poliGMA, co zostato
potwierdzone za pomoca spektroskopii FTIR/ATR oraz Ramana. Wykazano, ze reakcja
ta przebiega z wiekszag wydajnoscig w przypadku zastosowania TEA jako katalizatora.
Zbadano réwniez stabilno$¢ termiczng otrzymanych polimerow. Materiaty charakteryzu-
ja si¢ dwustopniowym procesem degradacji, o czym $§wiadcza krzywe DTG. Stabilno$é
termiczna mikrosfer szczepionych poliGMA jest mniejsza niz mikrosfer wyjsciowych,
Co jest spowodowane mniejsza stabilno$cig termiczng polimeru liniowego.
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SYNTEZA WYBRANYCH PEPTYDOW ORAZ
FLUOROWANYCH PEPTYDOMIMETYKOW W CELU
SCHARAKTERYZOWANIA ICH POTENCJALU JAKO

STABILIZATOROW NANOCZASTEK SREBRA

P. KONOPKA, K. KORONIAK-SZEJN, R. JASTRZAB, Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Chemii, Zaklad Chemii Koordynacyjne;j,
ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614 Poznan

Abstrakt: Praca podejmuje tematyke syntezy peptydow oraz fluorowanych peptydomi-
metykow W celu scharakteryzowania ich potencjalu jako stabilizatorow nanoczastek
srebra. Nanoczastki metali szlachetnych, wtym roéwniez srebra, wzbudzaja szerokie
zainteresowanie badawcze ze wzgledu na swoje interesujace wlasciwosci oraz liczne
zastosowania praktyczne w medycynie, elektronice oraz przemys$le farmaceutycznym.
W literaturze przedmiotu dobrze scharakteryzowane zostalo wykorzystanie peptydow
jako stabilizatorow nanoczastek srebra, podczas gdy nie weryfikowano dotychczas po-
tencjalnego zastosowania w tym celu fluorowanych peptydomimetykow.

Woprowadzenie: Nanoczgstki metali szlachetnych ze wzgledu na swoje wyjatkowo
szerokie zastosowania praktyczne sg przedmiotem intensywnych badan prowadzonych
w ostatnich latach.

hanoczastki srebra

stabilizowane peptydami ZA_STOSOWAN IE

lub peptydomimetykami
biomarkery
preparaty _@'
przeciwbakteryjne
LN
materialy 3
stomatologiczne *

Rys. 1. Graficzna prezentacja prac badawczych na przyktadzie dipeptydu Trp-Gly oraz peptydomimetyku,
bedacego jego analogiem, oraz potencjalnych zastosowan nanoczastek srebra.

W literaturze wskazuje si¢ na wykorzystywanie nanoczastek srebra w medycynie miedzy
innymi jako sktadnikéw preparatow antybakteryjnych [1] i przeciwgrzybicznych [2],
kolorymetrycznych biomarkerow umozliwiajacych detekcje patogendéw [3], czy substan-
¢ji pomocniczych przy produkcji materialow stomatologicznych [4]. Pozamedyczne
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zastosowania nanosrebra obejmujg miedzy innymi produkcje klejow elektroprzewodza-
cych oraz tuszow do drukarek [5] (Rys.1). Nanoczastki srebra moga by¢ otrzymywane
metodami chemicznymi, fizycznymi oraz biologicznymi [6]. Chemiczna metoda syntezy
nanosrebra opiera si¢ na redukcji azotanu(V) srebra(l) (AgNOs) za pomoca borowodor-
ku sodu (NaBH,4) w obecnosci cytrynianu trisodu, ktory umozliwia wzrost czastek [7].
Tak uzyskane nanoczastki srebra moga podlega¢ dalszym modyfikacjom za pomoca
stabilizatorow. W literaturze szeroko opisane zostaly nanoczastki metali szlachetnych
stabilizowane naturalnie wyst¢pujacymi peptydami [8], niniejszy projekt opiera si¢ za$
na stabilizacji nanoczastek srebra za pomoca fluorowanych peptydomimetykow (Rys. 1).
Wigzanie podwdjne C=C z podstawnikiem w postaci grupy trifluorometylowej (-CF3)
posiada wiasciwosci zblizone pod pewnymi wzgledami do wigzania peptydowego (Rys.
2). Podobienstwo to wynika migdzy innymi z faktu obecnosci wiazania podwojnego,
gdyz wigzanie C-N w wigzaniu peptydowym rowniez posiada cze¢§ciowy charakter wig-
zania podwodjnego [9]. Schemat prowadzonych badan oraz potencjalnych zastosowan
nanoczastek srebra zostat przedstawiony graficznie na rysunku 1.

mimetyk 1{“%
|
(o]

Rys. 2. Struktura przyktadowego peptydomimetyku — analogu dipeptydu Trp-Gly.

Szeroki zakres zastosowan nanoczastek srebra, aktualna problematyka oraz otwarte
pole badawcze w zakresie wykorzystania fluorowanych peptydomimetykéw jako sta-
bilizatorow nanoczgstek srebra uzasadniaja prowadzenie intensywnych badaf w tym
przedmiocie.

Cze$¢ eksperymentalna: Synteza dipeptydow oraz odpowiadajacych im peptydomime-
tykow zaktada wykorzystanie jako substratow dostgpnych aminokwasow. Zastosowany
plan syntezy peptydow obejmuje W pierwszej kolejnosci chemiczne zablokowanie grupy
aminowej pierwszego aminokwasu w sekwencji dipeptydu za pomoca grupy tert-
butyloksykarbonylowej (t-Boc) oraz zablokowanie grupy karboksylowej drugiego pep-
tydu w sekwencji dipeptydu poprzez synteze estru metylowego odpowiedniego amino-
kwasu. W kolejnych etapach synteza dipeptydu obejmuje aktywowanie grupy karboksy-
lowej pierwszego aminokwasu z wykorzystaniem N,N'-dicykloheksylokarbodiimidu
(DCC), a nastepnie kondensacje dwdch pochodnych aminokwasow. Ostatni etap syntezy
dipeptydow stanowi usuniecie chemicznej blokady grup aminowej oraz karboksylowej.
Plan syntezy fluorowanych peptydomimetykow, bedacych analogami dipeptydow,
w pierwszej kolejnosci obejmuje chemiczne zablokowanie grupy aminowej pierwszego
aminokwasu w sekwencji peptydomimetyku za pomoca grupy ftalimidowej oraz grupy
karboksylowej tego samego aminokwasu za pomoca grupy metoksylowej (synteza estru
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metylowego). Otrzymana pochodna aminokwasu poddawana jest reakcji z odczynnikiem
Rupperta-Prakasha (trifluoromety-lotrimetylosilan). Otrzymany w ten sposob fluorowa-
ny zwigzek zostaje poddany reakcji Wittiga z odpowiednim ylidem fosforowym. Ostatni
etap zaktada usunigcie grup ochronnych na grupie aminowej i grupie karboksyloweyj.
Inna metodyka zaktada wykorzystanie jako grupy ochronnej grupy aminowej grupe tert-
butyloksykarbonylowa (t-Boc). Wykorzystujac te $cigzke syntetyczna réwniez koniecz-
ne jest przeksztalcenie grupy karboksylowej W grupe estrowa, a nastgpnie przeprowa-
dzenie reakcji redukcji grupy estrowej do pochodnej alkoholowej. Otrzymany aminoal-
kohol nastepnie zostaje utleniony z wykorzystaniem odczynnika Dess-Martina do po-
chodnej aldehydowej. Powstaty aldehyd w reakcji z odczynnikiem Rupperta-Prakasha
przeksztalcony zostaje w triflurometylowany aminoalkohol. Po kolejnym utlenieniu
grupy hydroksylowej do pochodnej aldehydowej analogicznie jak w przypadku zapro-
ponowanej syntezy z grupa ftalimidowa przeprowadzona zostaje reakcja Wittiga prowa-
dzac do pochodnej dipeptydu. W ostatnim etapie nastepuj¢ usuniecie grup ochronnych.

Whyniki: Wedlug opisanego powyzej planu syntezy przeprowadzono reakcje
z wykorzystaniem tryptofanu jako substratu wyjsciowego. W przypadku pierwszej
z opisanych powyzej metod syntezy peptydomimetykdéw otrzymano dotychczas trifluo-
rometylowany keton, ktory w kolejnym etapie poddany zostanie reakcji Wittiga z ylidem
fosforowym. Podobnie, w obrebie drugiej z zaprezentowanych $ciezek syntezy pepty-
domimetykéw réwniez otrzymano trifluorometylowany keton. Zasadnym jest przepro-
wadzenie dalszych syntez oraz zaimplikowanie opisanego powyzej schematu syntezy do
otrzymywania peptydéw oraz odpowiadajacych im fluorowanych peptydomimetykow
z wykorzystaniem innych aminokwasow biatkowych w celu ich dalszego wykorzystania
w toku syntezy nanoczastek srebra.

Whioski: Wyniki uzyskane w toku niniejszych badan uzasadniajg ich kontynuowanie
oraz dalszy rozw6j badan w tym kierunku. W celu wykorzystania fluorowanych pepty-
domimetykow jako stabilizatorow nanoczastek srebra konieczne jest udoskonalenie
istniejacych metod syntezy tychze zwigzkow, a tym samym umozliwienie otrzymywania
ich w dostatecznie duzych ilo$ciach z satysfakcjonujaca wydajnoscia.
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SYNTEZA KROPEK KWANTOWYCH CdSe W DWOCH
ROZPUSZCZALNIKACH O ROZNYCH TEMPERATURACH
WRZENIA DO ZASTOSOWAN W TECHNOLOGII
SWIATLOWODOW POLIMEROWYCH

A. KICZOR, P. MERGO, UMCS, Wydzial Chemii, Pracownia Technologii Swiatto-
wodow, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin

Abstrakt: Kropki kwantowe CdSe zostaty wytworzone przy uzyciu dwoch rozpuszczal-
nikdw organicznych, ktore roznig si¢ temperaturami wrzenia - heksanu (niskowrzacy
rozpuszczalnik o temperaturze wrzenia 69°C) i 1-oktadeken (wysokowrzacy rozpusz-
czalnik o temperaturze wrzenia 315°C). Niniejsza praca ma na celu sprawdzenie, czy
rodzaj rozpuszczalnika stosowanego do otrzymywania kropek kwantowych wptywa na
mozliwo$ci domieszkowania struktur polimerowych, z ktérych mozna nastepnie wytwo-
rzy¢ aktywne swiattowody polimerowe.

Whprowadzenie: Materiaty polimerowe znajduja wiele zastosowan W roznych galeziach
przemystu. Podejmowane sg wysitki, aby uzyskac struktury o coraz lepszych wiasciwo-
sciach. Konieczne jest nie tylko uzyskanie nowych materiatdw, ale takze modyfikacja
istniejacych struktur. Taka sytuacja ma miejsce rowniez W przypadku $wiattowodow
polimerowych. Powszechne zastosowanie $wiattowodow polimerowych jest niemozliwe
ze wzgledu na ich bardzo wysokie straty optyczne W pordéwnaniu do $wiattowodow
szklanych. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ produkcja polimerowych $wiatto-
wodow aktywnych. Widkna aktywne sg podstawowymi elementami wzmacniaczy swia-
ttowodowych i laseréw, ktore umozliwiajg bezposrednie wzmocnienie §wiatta wewnatrz
wiokna. Aby ich dziatanie byto jak najbardziej efektywne, konieczne jest zastosowanie
domieszek. Najczesciej stosowane sag jony lantanowcow wyizolowane z sieci polimero-
wej, aktywne barwniki organiczne i kropki kwantowe. Domieszki te charakteryzuja si¢
bardzo wysoka luminescencjg i dlugim czasem $wiecenia.

Cze$¢ eksperymentalna: Synteze przeprowadzono w oparciu o dane literaturowe [1],
ale do dokltadnego wymieszania substratow uzyto mieszadla elektrycznego. Ponadto
obnizono temperaturg wtrysku prekursora jonow selenu. Roztwor zawierajacy prekursor
jondéw selenu sporzadzono W kolbie ptaskodennej. Do kolby wprowadzono 0,03 g
sproszkowanego selenu, 0,4 cm? trioktylofosfiny i 5 cm® 1-oktadekenu. Cata mieszanine
doktadnie wymieszano i otrzymano bezbarwny roztwor TOPSe. Do kolby okragtodenne;j
z trzema szyjkami dodano 0,013 g tlenku kadmu, 0,6 cm® kwasu oleinowego i 5 cm?
1-oktadekenu. Calg mieszaning umieszczono W czaszy grzewczej i ogrzewano do cat-
kowitego rozpuszczenia tlenku kadmu w temperaturze okoto 160°C. Uktad do przepro-
wadzania syntezy zawieral dodatkowo termopar¢ do ciaglej kontroli temperatury
i mieszadto magnetyczne. Po tym czasie dodano 1 mL wcze$niej przygotowanego roz-
tworu zawierajacego jony selenu. Natychmiast nastgpila stopniowa zmiana koloru
Z bezbarwnego na zo6lty, pomaranczowy i czerwony, az do bordowego. Probki zostaty
pobrane w trakcie procesu po 60, 120, 300, 600, 1800 i 3600 s od wstrzykniecia TOPSe.
Prébka pobrana po 300 sekundach zostata uzyta do dalszych badah. Podobnie, synteze
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przeprowadzono przy uzyciu heksanu jako rozpuszczalnika organicznego. Nalezy jednak
pamictaé, ze temperatura wrzenia heksanu wynosi 69°C, wiec reakcje przeprowadzono
w temperaturze znacznie nizszej. Jak najwicksza ilo$¢ niskowrzacego rozpuszczalnika
zostata odparowana, aby nie powodowal niedoskonatosci W p6zniejszym przetwarzaniu
polimeréw. Probka pobrana po 300 sekundach zostata rowniez uzyta do pozniejszej
analizy (Rys.1) [2].

Rys. 1. Roztwory koloidalnych kropek kwantowych CdSe wykonane przy uzyciu heksanu (roztwor niebieski)
i 1-oktadekenu (roztwor pomaranczowy)

Wyniki: Przy uzyciu spektrofluorymetru Hitachi F-7000 i spektrofotometru Agilent
Cary 60 UV-VIS wykonano charakterystyki widm absorpcji i emisji roztworow
wytworzonych kropek kwantowych CdSe. Widma absorpcji CdSe QDs wykonane
przy uzyciu heksanu jako rozpuszczalnika organicznego wykazaty pik pojawiajacy
si¢ przy 435nm, odpowiadajacy niebieskiemu kolorowi. Kropki kwantowe wykona-
ne przy uzyciu 1-oktadekenu wykazaty wyrazny pik przy 575nm, odpowiadajacy
barwie czerwonej (Rys. 2).
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Rys. 2. Wykresy absorpcji kropek kwantowych CdSe przygotowanych przy uzyciu heksanu oraz 1-
oktadekenu z powickszonym fragmentem zawierajacym pik absorpcji.

Widma emisyjne wykonano dla 3 probek pobranych w réznym czasie po wstrzyknigciu
prekursora jonow selenu, tj. po 300, 600 i 1800 sekundach. Rysunek 3 przedstawia wid-
ma emisyjne otrzymanych struktur. W obu przypadkach mozna zauwazy¢, ze im dtuzej
trwala synteza, tym bardziej maksimum emisji jest przesunigte W kierunku dtuzszych fal.
Piki sg waskie i dobrze zdefiniowane. Widma kropek kwantowych wytworzonych przy
uzyciu l-oktadecenu charakteryzuja si¢ bardzo silng luminescencjg. Widma zostaty
wykonane przy uzyciu tych samych parametréw, W celu wiarygodnego pordwnania
intensywnosci emisji.
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Rys. 3. Wykresy emisji dla trzech probek CdSe QD otrzymanych po réznych czasach syntezy z (a) heksanem
oraz (b) 1-oktadecenem.

Za pomocg termicznej polimeryzacji wolnorodnikowej wytworzono czysty PMMA
(polimetakrylan metylu) i PMMA/mieszanine. Nadtlenek benzoilu zostal uzyty jako
inicjator, a kwas tioglikolowy TGA jako czynnik przenoszacy tancuch. Otrzymane
wezesniej kropki kwantowe CdSe dodano do mieszaniny polimeryzacyjnej, ktora zawie-
rala rowniez metakrylan metylu i poddano procesowi polimeryzacji. Otrzymano czysty
PMMA, PMMA zkropkami kwantowymi CdSe wytworzonymi przy uzyciu
1-oktadekenu oraz PMMA z kropkami kwantowymi wytworzonymi przy uzyciu heksa-
nu. Wykonano widma fotoluminescencji czystego PMMA, PMMA z dodatkiem kropek
kwantowych wykonanych z heksanu oraz PMMA z dodatkiem kropek kwantowych
wykonanych z 1-oktadekenu (Rys. 4). Mozna zauwazyé, ze piki emisji dla probek
PMMA z kropkami kwantowymi odpowiadaly odpowiednio pikom emisji roztworow
samych kropek kwantowych CdSe. Pokazuje to, ze kropki kwantowe CdSe zamknigte
w strukturze polimerowej nadal wykazywaty bardzo dobre wiasciwosci luminescencyj-
ne. Uzyskano dobrze zdefiniowane piki emisji o symetrycznym ksztalcie. Probka czy-
stego PMMA bytla praktycznie liniowa.
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Rys. 4. Por6wnanie widm emisji probek PMMA (ciemna niebieska linia), PMMA z QD wykonanymi

z heksanu (jasnoniebieska linia) i PMMA z QD wykonanymi z 1-oktadekenu (pomaranczowa linia).

Analiz¢ termograwimetryczna (TG) otrzymanych struktur przeprowadzono przy uzyciu
aparatu STA 449 F1 Jupiter NETZSCH przy szybkos$ci ogrzewania 10°C/min w zakresie
temperatur 0-200°C. Probka nr 1 oznaczata probke wykonang z PMMA domieszkowa-
nego CdSe QD przy uzyciu 1-oktadekenu jako wysokowrzacego rozpuszczalnika orga-
nicznego. Widoczny jest bardzo niewielki procentowy spadek masy probki. Wykres byt
praktycznie prosty, ze spadkiem 0,3%. Jest to doskonaly wynik, potwierdzajacy, ze
probka ta jest stabilna termicznie i stanowi dobry material do dalszego wykorzystania
jako polimerowy §wiatlowdd. Probka nr 2 wykazata procentowy spadek masy probki
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wraz ze wzrostem temperatury. W temperaturze 200°C wynosit on prawie 3%. Nie byt
to duzy spadek, ale wystarczajacy, aby odrzuci¢ t¢ probke jako materiat do dalszej mo-
dyfikacji (Rys. 5).

TG [%]

50 100 150 200
Temperature [°C]

Rys. 5. Wykres TG PMMA/QD CdSe wykonanego w 1-oktadekenie [1-fioletowa linia]; wykres TG
PMMA/QD CdSe wykonanego w heksanie [2-niebieska linia].

Whioski: W pracy wykazano, ze powstate struktury oparte na matrycy PMMA umozli-
wiajg tworzenie nowych optycznych widkien polimerowych o wtasciwosciach lumine-
scencyjnych. Przedstawiono poréwnanie miedzy uzyciem rozpuszczalnika o wysokiej
temperaturze wrzenia, ODE, a rozpuszczalnikiem o niskiej temperaturze wrzenia, wyso-
ce lotnym, heksanem. Widma emisyjne wykazatly, ze otrzymane probki charakteryzowa-
ly si¢ wysoka luminescencja. Im dtuzej trwata synteza, tym bardziej pik emisji byt prze-
suniety W kierunku wickszych dtugosci fal. Taka sytuacje mozna zaobserwowac w obu
typach probek. Piki emisji byly waskie i dobrze scharakteryzowane, co jest charaktery-
styczne dla kropek kwantowych. Potwierdzono, ze im dluzszy czas syntezy, tym wicksze
kropki kwantowe otrzymano, ktéorych widma emisji miaty coraz wicksza dlugos¢ fali.
Wykresy TG wykazaty znacznie wyzsza stabilno$¢ termiczng kropek kwantowych CdSe
wytworzonych przy uzyciu 1-oktadecenu niz przy uzyciu heksanu jako rozpuszczalnika
organicznego. Nalezy zauwazy¢, ze podczas obrobki $wiattowodow temperatura moze
osiggna¢ 200 °C. Utrata masy do 1% sprawia, ze materiat ten jest bardzo dobry do wy-
ciggania polimerowych widkien $wiattowodowych. Ponadto daje nam gwarancje, ze
podczas przetwarzania nie bgda tworzy¢ si¢ pecherzyki powietrza, wptywajace na wia-
sciwosci i przewodzenie sygnatu wewnatrz $wiattowodu. Wszystkie te wyniki pokazuja,
ze uzyskano materiat o wysokim potencjale luminescencyjnym do zastosowan obejmu-
jacych polimerowe $wiattowody (POF).

Literatura:
1. S. Asokan, i in., Nanotechnology, 16 (2005) 2000.
2. A. Kiczor, P. Mergo, Materials, 17 (2024) 227.
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OPTYMALIZACJA PROCESU WYTWARZANIA POLACZENIA
TRWALEGO POMIEDZY SWIATLOWODEM STANDARDO-
WYM A SWIATLOWODEM Z OTWOREM POWIETRZNYM

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

Abstrakt: W artykule przedstawiono wyniki optymalizacji parametrow procesu spawa-
nia takich jak: moc Zarnika, czas trwania procesu oraz przesuni¢cie miejsca grzania
w strone jednego z taczonych $wiattowodow. Po przeprowadzonym procesie spawania
nastepnie potaczone $wiattowody przeniesiono do modutu badajacego wytrzymatosé
polaczen, gdzie zmierzono warto$¢ sity rozciagania, przy ktorej nastgpito przerwanie
polaczenia pomiedzy $wiattowodem standardowym, a §wiattowodem z otworem po-
wietrznym o $rednicy ok. 25um.

Wprowadzenie: Swiattowody z otworami powietrznymi (na rys.1 przedstawiono taczo-
ny $§wiatlowdd z otworem powietrznym) wykorzystywane moga by¢ przy konstrukcjach
czujnikow $wiattowodowych.

Rys. 1. Swiattowod z otworem powietrznym o $rednicy okoto 25um.

Czujniki takie moga mierzy¢ np. ci$nienie lub stezenie gazéw po pokryciu jego po-
wierzchni metaliczng powloka. Potaczenie takich widkien $wiattowodowych wymaga
przeprowadzenia procesu optymalizacji warunkow procesu spawania, poniewaz wyko-
rzystujac parametry przy spawaniu standardowych §wiattowodow nastgpuj¢ zniszczenie
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ich wewnetrznej konstrukcji tj. otwor si¢ za zasklepia. Stosujac W tym celu spawarke
zarnikowa dobrze kontroluj¢ si¢ cieplo dostarczane W miejsce polaczen.

Cze$¢ eksperymentalna: Proces spawania przeprowadzono wykorzystujac spawarke
swiattowodowg Vytran FFS2000 zmieniajagc parametry wejsciowe: moc zarnika
w zakresie 14-15W, czas procesu 2,5-4s, przesuniecic miejsca grzania od
-200 do 200pum. Wytrzymalo$¢ spawdw zmierzono poprzez pomiar sity rozciagania
polaczonych $wiattowoddéw przy pomocy modutu do badania wytrzymatosci potaczen
znajdujacym si¢ W wyzej wymienionej spawarce.

Wyniki: Analizujac zdjecia przed i po procesie spawania zrobione za pomoca podgladu
miejsca spawania w spawarce wykonano wykresy réznicy $rednicy zewngtrznej $wia-
ttowodu oraz réznicy $rednicy otworu. Wyniki te pokazano na rys. 2-4.
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Rys. 2. Wykres okreslonej roznicy przed i po procesie spawania $wiattowodu z otworem powietrznym
0 $rednicy 25um przy zmianie parametru mocy zarnika.
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Rys. 3. Wykres okreslonej roznicy przed i po procesie spawania $wiattowodu z otworem powietrznym
0 $rednicy 25um przy zmianie parametru czasu procesu.
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Rys. 4. Wykres okreslonej roznicy przed i po procesie spawania $wiattowodu z otworem powietrznym
0 $rednicy 25um przy zmianie parametru przesuniecia widkna w strong $wiattowodu standardowego.

Z rysunkow 2-4 wynika ze granicznymi warto$ciami wyznaczonymi eksperymentalnie
sg: moc zarnika 14,25W, czas procesu 3s oraz brak przesuni¢cia miejsca grzania.
W przypadku wyznaczenia czasu procesu oraz przesuni¢cia miejsca grzania ustalono
warunki w ktorych nie zauwazono zasklepienia otworu natomiast przy wyznaczeniu
mocy zarnika ustalono parametr graniczny przy ktéorym nie zaobserwowano zasklepie-
nia. Ponadto wyniki pomiaréw z modulu wytrzymatosciowego spawarki Vytran
FFS2000 zamieszczono na rys. 5-7.
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Rys. 5. Wykres sily przy ktorym nastapito przerwanie potaczenia wytworzonego przy danej warto$ci parame-
tru mocy zarnika.
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Rys. 6. Wykres sily przy ktorym nastapito przerwanie potaczenia wytworzonego przy danej wartosci parame-
tru czasu trwania procesu.
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Rys. 7. Wykres sily przy ktorym nastapito przerwanie potaczenia wytworzonego przy danej wartosci parame-
tru przesuni¢cia widkna w strong $wiattowodu standardowego.

Analizujac wykresy z rys.5-7 wynika ze im wigksza moc zarnika oraz czas trwania pro-
cesu tym wytrzymato$é polaczenia swiattowodoéw wzrasta. Ponadto wynika ze przesu-
niecie miejsca grzania w stron¢ $wiattowodu standardowego niz w strong $wiattowodu
z otworem powietrznym zwigksza wytrzymato$¢ potaczenia.

Whioski: Na podstawie analizy zdje¢ przed oraz po procesie spawania i uwzglednieniu
pomiaréw z modutu wytrzymatosciowego okreslono optymalne parametry na wartosci:
moc zarnika 14,25W, czas trwania procesy 3s oraz bez przesunigcia miejsca grzania
W stron¢ zadnego ze spawanych §wiattowodow.
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POROWNANIE TECHNOLOGII DOMIESZKOWANIA SZKEA
KRZEMIONKOWEGO FLUOREM | BOREM

M. GRZESIAK, K. POTURAJ, M. MAKARA, P. MERGO, UMCS w Lublinie,
Instytut Nauk Chemicznych, Wydzial Chemii, Pracownia Technologii Swiattowodéw,
P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin

Abstrakt: Dobor odpowiednich materiatow jest istotny podczas projektowania $wiatto-
wodow. W niniejszej pracy przedstawione zostatlo poréwnanie technologii domieszko-
wania szkla krzemionkowego fluorem i tlenkiem boru, ktore sa domieszkami zmniejsza-
jacymi wspotczynnik zatamania §wiatta. Ich odmienny charakter chemiczny oraz wptyw
na wlasciwo$ci mechaniczne determinuje charakter projektowanego swiattowodu.

Woprowadzenie: Swiattowody s glownie wytwarzane ze szkiel nieorganicznych takich
jak szkto krzemionkowe (SiO,), wiclosktadnikowe szkta tlenkowe (np. B,Os;, Al,Os,
Ga,03, Si0,, Ge0,), szkta fluorkowe (ZrF,, LnF3), szkta chalkogenkowe (As,Ss;, As,Ses,
GeS,), oraz inne tzw. ,migkkie” szkta. Najpopularniejszym ze szkiet ze wzgledu na
swoje wlasciwosci takie jak wysoka temperatura zeszklenia (1100 °C) oraz niski wspot-
czynnik rozszerzalnoci cieplnej (5,4-107 1/K) jest syntetyczne szkto krzemionkowe
(ang. Fused Silica) otrzymywane metodami osadzania z par (CVD — ang. Chemical
vapor deposition) [1]. W celu modyfikacji wlasciwos$ci szkta krzemionkowego stosuje
si¢ wybrane domieszki, gldownie W postaci innych tlenkéw takich jak: GeO,, B,03, TiO,,
P,0s, Al,O3z. Specyficzna domieszka stosowang W technologii $wiattowodoéw glownie
W celu zmniejszenia wspotczynnika zalamania $wiatla jest fluor, ktorego technologia
domieszkowania jest zupelnie odmienna niz w przypadku domieszek tlenkowych [2].
Inng domieszka, ktéra powoduje zmniejszenie wspotczynnika zatamania $wiatta szkla
krzemionkowego jest tlenek boru (B,03) [3]. W kontekscie swiattowodéw wykorzystu-
jacych warstwy szkta o obnizonym wspdlczynniku zalamania §wiatla istotny jest odpo-
wiedni wybor domieszki ze wzgledu na ich odmienng technologi¢ domieszkowania oraz
wplyw na wilasciwosci szkta, ktore bedg miaty znaczenie podczas projektowaniu swia-
ttowodu.

Czesé eksperymentalna: State rownowagi reakcji oraz réwnowage termodynamiczng
proceséw otrzymywania szkta krzemionkowego domieszkowanego fluorem lub tlenkiem
boru obliczono w programie HSC Chemistry 10. ROwnowage termodynamiczng uktadu
obliczono metoda minimalizacji Energii Gibbsa, w ktorym uktad reakcyjny przyjeto jako
mieszaning idealng w warunkach ciénienia 1 bar i zakresie temperatur 1000 — 2000 °C.
Do obliczen uzyto danych termodynamicznych dostgpnych w bazie danych dotaczonej
do oprogramowania. Wptyw rodzaju domieszki na wiasciwosci $wiattowodow przed-
stawiono za pomocg symulacji komputerowych metoda elementow skonczonych (FEM
— ang. Finite Element Method) w oprogramowaniu COMSOL Multiphysics z modutami
Wave Optics i Structural Mechanics. Symulowane §wiattowody typu W charakteryzowa-
ty si¢ duza domieszka GeO, (35 %mol) w rdzeniu oraz warstwa o obnizonym wspot-
czynniku zalamania domieszkowana F (3,09 %mol) lub B,03 (11 %mol). Ilos¢ domiesz-
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ki fluoru i tlenku boru zostata dobrana tak, aby ich wptyw na zmniejszenie wspotczynni-
ka zatamania $wiatta byt jak najbardziej podobny.

Wyniki: W przypadku metod osadzania wewnetrznego (np. MCVD), tlenek boru (B,03)
otrzymuje si¢ W reakcji utleniania halogenkow takich jak BClz lub BBr; (np. R1). Reak-
cja ta jest analogiczna do reakcji utleniania SiCly, z ktorego otrzymuje si¢ czyste szkto
krzemionkowe bedace podstawowym skladnikiem $wiatlowodéw szklanych. Z tego
wzgledu otrzymywanie szkta krzemionkowego domieszkowanego B,0; jest chemicznie
mniej skomplikowane, a reakcje biorace W niej udzial majg mniejszy wzajemny wpltyw
na siebie.
4 BClg(g) +3 OZ(g) 2 BzOg(S) +6 Clz(g) (Rl)
Odwrotna sytuacja jest w przypadku domieszkowania fluorem, ktére przebiega
W zupetnie inny odmienny sposob. Szkto domieszkowane fluorem wystepuje w dwoch
postaciach jako SiO;sF oraz SiO,F. W strukturze szkta w wigkszym stopniu dominuje
zwigzek SiO;sF, areakcje jego otrzymywania przedstawia reakcja (R2). Procent do-
mieszki fluoru w szkle krzemionkowym jest proporcjonalny do stezenia (ci$nienia czast-
kowego) SiFs, An = (Psirs)].
3 SiOZ(S) + SiF4(g) —4 SiOly5F(5) (RZ)
Substancja fluorujaca szklo krzemionkowe jest czterofluorek krzemu (SiF,), ktory do
uktadu reakcyjnego mozna wprowadzi¢ na dwa sposoby. Pierwszy z nich wymaga zasto-
sowania prekursoréw fluorujacych takich jak: CClF,, C,ClsF;, CF4, SFg, natomiast
drugi polega na bezposrednim uzyciu SiF,. Uzycie prekursorow wiaze si¢ z reakcja
wytwarzania SiF4 na drodze reakcji prekursora z obecnym w uktadzie reakcyjnym SiCly
(np. R3). Konsekwencja tej reakcji jest zmniejszenie iloSci wytwarzanego szkla krze-
mionkowego, co ogranicza maksymalng domieszke¢ fluoru ograniczong pewnym stosun-
kiem molowym prekursora do SiCl,. Ponadto reakcji domieszkowania zawsze
W pewnym stopniu towarzyszy reakcja trawienia szkla.
SiClyg) + 2 Oy + 2 CClyF () <= SiF4g) + 4 Clyg) + 2 COyq (R3)

A | B

SiCl +2 0+ 2 CCLF; = SiF, +2 €Oy +4 Cly

2BBr+ 1,50, - B0, + 3 Br,
SICla+ 273 0+ 2 8F, = 8iF, + 2380, + 3T

logK

AT
N

logK

SICL; + 0y — 8i0y + 2 CLy

2BCL+ 1,50, — B0, +3CL;

3 8iF, + $i0s + 2 Cl = 4 SICIF, + O,

SiCly + 0, — 8i0, + 2 CL,

JIGDOQ 1200 1400 IL7I00 1800 2000 IGOOO 1200 1400 IL7I00 1800 2000
Temperatura [*C] Temperatura [*C]
Rys. 1 Zaleznos$ci temperaturowe logarytmow statej rOwnowagi reakcji najwazniejszych reakcji
bioracych udziat w trakcie syntezy szkla krzemionkowego domieszkowanego fluorem (A) lub tlen-
kiem boru (B).
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Na rysunku 1 przedstawione sa zalezno$ci logarytmow stalej rownowagi reakcji od tem-
peratury, dla glownych reakcji zachodzacych w trakcie wytwarzania szkta krzemionko-
wego domieszkowanego F lub B,03. Zauwazalne jest zmniejszanie si¢ statej rownowagi
reakcji tworzenia potproduktow i produktow wraz ze zwigkszeniem temperatury. Od-
wrotna zalezno$¢ wystepuje W przypadku trawienia szkla krzemionkowego podczas
domieszkowania fluorem. Ztego wzgledu zalecane jest domieszkowanie fluorem
W nizszych temperaturach.
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Rys. 2 Zaleznos$ci temperaturowe rownowagowej liczby moli gtownych reagentow bioracych udziat
w trakcie syntezy szkta krzemionkowego domieszkowanego fluorem — CCI,F, (A) lub tlenkiem boru —
BC|3 (B) POCZE}ﬂ(OWﬁ ilos¢ reagentéw: nsiciu =1 m0|; Ncer2 = 1 m0|; Nox =4 mol - (A), Nsicla =1 mol;

Ngcizs = 1 mol; ngz = 10 mol - (B).

Rysunek 2 przedstawia wptyw temperatury procesu na ilo§¢ reagentow w trakcie reakcji
domieszkowania fluorem (A) i tlenkiem boru (B). W obu przypadkach podwyzszona
temperatura zmniejsza ilos¢ domieszek. Ze wzgledu na to, ze ilos¢ domieszki fluoru
zalezy od cisnienia czastkowego SiF, niekorzystny jest duzy nadmiar tlenu w uktadzie
reakcyjnym (Rys. 3A). W przypadku syntezy szkta domieszkowanego tlenkiem boru
wplyw nadmiaru reagentéw na ilo§¢ domieszki jest znikomy (Rys. 3B).
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Rys. 3 Wplyw ilosci tlenu na ilo§¢ reagentow bioracych udziat w reakcji domieszkowania fluorem
przy uzyciu SiF, (A) i tlenkiem boru przy uzyciu BCl; (B). Poczatkowa ilo§¢ reagentow: nsicis = 1
mol; nsirs = 1 mol - (A); Nsicia = 1 mol; ngciz = 1 mol — (B).
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Podczas projektowania $wiattowodow, szczegdlnie W przypadku niektorych struktur
istotne sa napr¢zenia generowane podczas wytwarzania preformy $wiattowodowej. Wy-
nikaja one Zzréznicy wlasciwosci mechanicznych sasiednich warstw  szktla,
a W szczegolnosci réznica we wspolczynniku rozszerzalnosci termicznej. Zbyt duze
napr¢zenia moga spowodowaé pekniecia i zniszczenie szklanej preformy. W niektorych
przypadkach np. w $wiattowodach dwojtomnych naprezenia w rdzeniu sg pozadane,
poniewaz zwigkszajg ich dwojtomno$é. Wybor domieszki obnizajacej wspotczynnik
zalamania $wiatla jest wazny, ze wzgledu na rézny wptyw tych domieszek na szklo
krzemionkowe. Rysunek 4 przedstawia naprezenia glowne w swiattowodzie typu W, bez
i z domieszkami fluoru lub tlenku boru. Widoczny jest niewielki wptyw fluoru na napre-
zenia, natomiast W przypadku tlenku boru, zmiana naprezen jest znaczna. Naprezenia
generowane w warstwie domieszkowanej tlenkiem borem powoduja relaksacj¢ naprezen
W rdzeniu §wiattowodu. Réznica migdzy wptywem obu domieszek wynika gldwnie
z wigkszego wspotczynnika rozszerzalnosci termicznej szkla domieszkowanego tlen-
kiem boru, ktore dla 11 %mol domieszki wynosi 15,83-107". Fluor ma nieznaczny wplyw
na zmian¢ wlasciwo$ci mechanicznych szkta krzemionkowego.

4007 - - - — 4007 - - - — 4007

o/ 35% mol
35% mol Bez domieszki F/B.O, 35% mol Domieszka F GE(;‘wm Domieszka B,O,

a0 G€0: ) 10/ GeOz
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0
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200 200
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4 6 i 0
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Rys. 4 Rozktad naprezen glownych w swiattowodzie osiowosymetrycznym (okragly rdzen) bez oraz z warstwa
szkta domieszkowanego fluorem lub tlenkiem boru.

Whioski: Dobér odpowiedniej domieszki na istotne znaczenie w trakcie projektowania
swiattowodu. Mimo podobnego wptywu fluoru i tlenku boru na wspotczynnik zatamania
swiatla szkta krzemionkowego, lepszym wyborem jest fluor. Wynika to ze znikomego
wplywu na wilasciwosci mechaniczne domieszkowanego szkla. Z chemicznego punktu
widzenia domieszkowanie tlenkiem boru jest mniej skomplikowane od fluoru, ale napre-
zenia generowane W przypadku duzej domieszki tlenku boru moga powodowaé uszko-
dzenia preformy oraz pogorszenie wlasciwosci §wiattowodu.
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CHARAKTERYSTYKA POLIMEROW DYNAMICZNYCH
ZAWIERAJACYCH ESTRY FOSFORANOWE

P. BANASZEK, M. PODGORSKI, UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Polime-
row, ul. Gliniana 33, 20-614 Lublin

Abstrakt: W ostatnich latach przedmiotem wielu badan staly si¢ polimery dynamiczne
zawierajace W swoim sktadzie estry fosforanowe zdolne do reorganizacji sieci na skutek
reakcji transestryfikacji. Celem ponizszej pracy bylo otrzymanie fotokopolimerow estru
monometakrylowego kwasu fosforowego i akrylanu butylu z dodatkiem 5% r6znego
srodka sieciujacego oraz zbadanie ich wplywu na wlasciwosci termomechaniczne
i dynamiczne polimerow.

Wprowadzenie: Rozwdj nowoczesnych technologii sprzyja pracy nad konstruowaniem
coraz bardziej zaawansowanych materiatow. Polimery dynamiczne stanowig grupg po-
limeréw usieciowanych, W sieci ktorych oprocz trwalych wigzan kowalencyjnych two-
rzacych si¢ w wyniku polimeryzacji wystepuja potaczenia odwracalne, ktore pod wpty-
wem bodzcow takich jak, np. temperatura czy pH odpowiadajg za zdolno$¢ do reorgani-
zacji sieci. Taka budowa sprawia, ze polimery dynamiczne traktowane sg jak ,,most”
pomigdzy termoplastami i duroplastami ze wzgledu na dobre wiasciwosci mechaniczne
w szerokim zakresie temperatury (cecha duroplastow) i przetwarzalno$¢ (cecha termo-
plastow). Reakcje odwracalne, ktore wystepuja w sieciach moga zachodzi¢ przede
wszystkim na skutek wymiany i addycji. W literaturze mozna spotka¢ szereg przykta-
dow reakcji tego typu, do ktorych naleza, m. in. reakcja Michaela, transestryfikacja,
wymiana tiol-tioester, tiol-disulfid, mocznik-amina czy metateza olefin [1,2]. W ostat-
nich latach na popularnosci zyskaty polimery dynamiczne zawierajace W swojej budowie
estry fosforanowe, z udziatem ktérych w podwyzszonej temperaturze i W obecnosci grup
hydroksylowych moze zachodzi¢ transestryfikacja prowadzaca do reorganizacji sieci.
Co wigcej, aby zaszla reakcja transestryfikacji, nie jest potrzebny katalizator zewngtrzny,
ze wzgledu na kwasowy charakter grup fosforowych. Wykazano, ze materiaty takie maja
zdolno$¢ do adaptacji ksztattu, relaksacji naprezen oraz recyklingu. W literaturze zostaty
przebadane rézne uklady zawierajace estry fosforanowe. W jednej z prac do stworzenia
sieci dynamicznej wykorzystano fosforan trifenylu jako $rodek sieciujacy oraz politetra-
hydrofuran jako zrodto grup hydroksylowych [3,4]. W publikacji [5] sie¢ zostata utwo-
rzona z eteru glicydylowego bisfenolu A oraz monometakrylanu fosforowego, natomiast
w pracy [2] wykorzystano biomonomery w postaci kwasu fitowego i kwasu itakonowe-
go. W niniejszej pracy zbadano wlasciwosci sieci skladajacej si¢ fosforanu metakrylo-
wego z dodatkiem ré6znych monomerow sieciujgcych.

Cze$¢  eksperymentalna: Badaniu poddano polimery fosforanu metakrylanu
2-hydroksyetylu (PAME), ktére rozcieficzono akrylanem butylu (BA) w stosunku mo-
lowym 1:0,2, z dodatkiem 5%wg $rodka sieciujacego w postaci glikolu trietylenowego
(TEGDMA), dimetakrylanu glicerolu (GDMA) i fosforanu bis(2-metakryloiloksy)etylu
(BMEP). Kazdy z nich przygotowano poprzez odwazenie do zlewki szklanej odpowied-
niej ilosci fosforanu metakrylanu 2-hydroksyetylu, akrylanu butylu oraz odpowiedniego
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monomeru  sieciujacego. Nastgpnie dodano 0,2% wagowych fotoinicjatora
(2,2-dimetoksy-2-fenyloacetofenonu), po czym doktadnie wymieszano zawarto$¢ zlewki
do catkowitego rozpuszczenia fotoinicjatora. Mieszaning umieszczono pomi¢dzy dwoma
szkietkami mikroskopowymi pokrytymi od wewnatrz folig polietylenowa. Calo$¢ na-
$wietlano $wiattem UV o dlugosci fali 365 nm i nat¢zeniu ok. 20 mW przez minute
z kazdej strony. Otrzymane probki miaty posta¢ prostopadtosciennych ksztattek.
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Rys. 1. Struktury wykorzystanych monomerow.

Wyniki: Wiasciwoséci termomechaniczne zbadano wykorzystujac instrument DMA
Q800 V7.5 Build 127. Podczas analizy probki prostopadtoscienne byly ogrzewane od
0°C do 130 °C z przyrostem temperatury 3°C/min i poddawane rozcigganiu z amplituda
oscylacji rowng 15 um. Rysunek 2 przedstawia przebieg krzywych modutu zachowaw-
czego w funkcji temperatury.

34



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

—— PAME1-BAQ,2-BMEP

— 1000 PAME1-BAO, 2-GDMA
(a
=3 ——— PAMEI-BAO,2-TEGDMA
-
g
£ 100
z
Q
i
W
8
B
2 10
=
1

0 20 40 60 80 100 120
Temperatura [°C]

Rys. 2. Zmiana modutu zachowawczego w funkcji temperatury.

Tabela 1. Wartosci modutu zachowawczego w temperaturze ~0,5°C, modutu réwnowagowego i temperatur

zeszklenia poszczegdlnych kopolimerow.
Modul w temperaturze | Modul réwnowagowy Tg[C]
~0,5°C [MPa] [MPa]
PAME1-BA0,2-TEGDMA 143 8 53
PAME1-BA0,2-BMEP 553 12 65
PAME1-BA0,2-GDMA 2180 50 68

Kazdy z trzech z polimerow charakteryzuje sie¢ r6zng wartos$cig zarowno modutu zacho-
wawczego w stanie szklistym jak i modutu réwnowagowego (Tabela 1.). Najwigksze
warto$ci modutow oraz osiagnieto W przypadku zastosowania GDMA, co moze $wiad-
czy¢ o dobrych wlasciwosciach sieciujacych tego zwiazku.
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Rys. 3. Krzywe tangensa kata przesunigcia fazowego.
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Analiza tangensa kata przesuni¢cia fazowego pozwolita na wyznaczenie temperatur
zeszklenia poszczegolnych polimerow, ktore zostaty przedstawione w Tabeli 1. Otrzy-
mane wartosci sa zblizone dla materiatdow zawierajacych monomery z grupa OH. Krzy-
wa kopolimeru zBMEP charakteryzuje si¢ najbardziej regularnym ksztaltem
i najmniejsza szerokoscig potowkowa, wskazujaca na wigksza jednorodno$é probki.
Analizy relaksacji napr¢zen dokonano wykorzystujac rowniez instrument DMA Q800
V7.5 Build 127. Pomiary zostaly przeprowadzone na probkach prostopadioéciennych,
technikg rozciagania i w temperaturze 140°C przy odksztalceniu 2%.

PAMEI1-BAO,2-BMEP
PAMEI1-BAO,2-GDMA
PAMEI1-BAO2-TEGDMA

Naprgzenic [MPa)

0 5 10 15 20

Czas [min]

Rys. 4. Krzywe relaksacji naprezen w temperaturze 140°C.

Powyzsze krzywe dowodza, ze kazdy z badanych materiatéw jest zdolny do relaksacji
napre¢zen, jednak W roéznym stopniu. Blisko 67% redukcji naprezen (relaksacji) obser-
wowane jest przypadku probek zawierajacych BMEP i GDMA, ktore zawieraja grupy
hydroksylowe, w odréznieniu od TEGDMA, ktore takich grup nie posiadaja. Wymiana
z udzialem BMEP zachodzi najtatwiej ze wzgledu na obecnos¢ fosforu, ktory sprzyja
transestryfikacji (Rys.5.), natomiast w przypadku GDMA wymiana prawdopodobnie jest
poprzedzona kondensacja PAME. W przypadku, gdy monomer sieciujgcy nie zawiera
grupy OH (TEGDMA), relaksacja jest mozliwa ze wzgledu na grupy OH w gléwnym
monomerze, ktéra rdwniez moze by¢ poprzedzona kondensacja.
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Rys. 5. Schemat reakcji wymiany na przyktadzie sieci PAME1-BA0,2-BMEP.

Whioski: Na podstawie powyzszych danych mozna stwierdzi¢, ze otrzymane polimery
mimo takiej samej zawarto$ci monomeru sieciujacego wykazuja rézne wiasciwosci.
Analizowane w pracy materiaty posiadaja wlasciwosci dynamiczne, jednak nie sa zdolne
do catkowitej relaksacji. Jednakze dodatek 5%wg monomeru zawierajacego grupy hy-
droksylowe, biorace udziat w transestryfikacji, korzystnie wptywa na stopien relaksacji.
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OCENA CYKLU ZYCIA LAMINATOW
POLIESTROWO-SZKLANYCH MODYFIKOWANYCH
WYBRANYMI SRODKAMI UNIEPALNIAJACYMI

A. DOWBYSZ'!, M. SAMSONOWICZ', B. KUKFISZ?, J. PESTA®, V. MOZER",
F. WALD*, 'Politechnika Biatostocka, Wydziat Budownictwa i Nauk o Srodowisku,
Katedra Chemii, Biologii i Biotechnologii, Wiejska 45E, 15-351 Biatystok, >Akademia
Pozarnicza, Instytut Inzynierii Bezpieczenstwa, Stowackiego 52/54, 01-629 Warszawa,
®politechnika Czeska w Pradze, Uniwersyteckie Centrum Energooszczednych Budyn-
kow, Tiinecka 1024, 273-43 Bustéhrad, Czechy, “Politechnika Czeska w Pradze, Wy-
dziat Inzynierii Ladowej, Thakurova 2077/7, 166-29 Praga, Czechy

Abstrakt: Celem pracy jest ocena cyklu zycia procesu wytwarzania laminatow polie-
strowo-szklanych modyfikowanych wybranymi $rodkami uniepalniajacymi. Analize
przeprowadzono zgodnie z normami ISO 14040/44 przy uzyciu metody $ladu $rodowi-
skowego. Badania wykazaty wzrost negatywnego oddziatywania na srodowisko procesu
wytwarzania laminatow modyfikowanych w stosunku do niemodyfikowanych oraz
wskazaly na elementy systemu, ktore W najwigkszym stopniu wplywajg na zwigkszenie
wskaznikow kategorii wptywu.

Wprowadzenie: Srodki uniepalniajace, wykorzystywane jako dodatki m.in. do tworzyw
sztucznych, wptywajg na zmniejszenie palnosci materialow, a co za tym idzie na zwigk-
szenie bezpieczenstwa pozarowego. Istnieje kilkanascie grup $rodkéw uniepalniajacych,
sposrod ktorych najczesciej stosowane sg zwigzki zawierajace azot i fosfor, a takze bor,
magnez, cyn¢ czy cynk [1]. Obecnie wiele uwagi poswigca si¢ srodkom uniepalniaja-
cym, ktore nie wykazujg negatywnego wplywu na zdrowie ludzi i $rodowisko, w tym
srodkom pochodzenia naturalnego [2], W zwigzku z zagrozeniami, jakie wybrane $srodki
uniepalniajace moga stwarzaé po przedostaniu si¢ do wody czy osadéw [3]. Ocena cyklu
zycia LCA (ang. Life Cycle Assessment) stanowi narzedzie do analizy wpltywu danego
produktu czy procesu na §rodowisko. Przeglad badan nad LCA $rodkéw uniepalniaja-
cych przeprowadzony przez Samani iin. [4] wskazuje na czgste pomijanie dodatku
srodka uniepalniajacego w LCA tworzyw sztucznych i kompozytéw, pomimo ich istot-
nego wplywu na wyniki przeprowadzanych analiz. Celem pracy jest poréwnanie wply-
wu na srodowisko proceséw wytwarzania laminatu poliestrowo/szklanego modyfikowa-
nego wybranymi $rodkami uniepalniajacymi, tj. kwasem borowym (KB) oraz wodoro-
fosforanem amonu (WA).

Czes$¢ eksperymentalna: Oceng cyklu zycia przeprowadzono zgodnie z PN-EN ISO
14040 [5] i PN-EN ISO 14044 [6] z wykorzystaniem programu SimaPro wersja 9.4 (PRé
Sustainability B.V, Netherlands) oraz bazy danych Ecoinvent wersja 3.10. W analizie
uwzgledniono czgsciowy cykl zycia produktu (od kotyski do bramy), w tym produkcje
surowcoOw, transport i wytworzenie kompozytu. Jednostke funkcjonalng analizy stanowi
ptyta laminatu owymiarach 60 cm x 20 cm wykonana metodg kontaktowa
z wykorzystaniem nienasyconej zywicy poliestrowej, utwardzacza i pieciu warstw maty
szklanej o gramaturze 450 g/m?. W przypadku laminatéw modyfikowanych dodatkiem
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srodka uniepalniajgcego modyfikacja zywicy nastgpowata przed przygotowaniem lami-
natu. Diagram przeptywu dla procesu wytwarzania laminatu modyfikowanego $rodkiem
uniepalniajagcym przedstawiono na rysunku 1.

| Zywica | | Srodek uniepalniajacy I I Utwardzacz I
| Modyfikacja zywicy | | Energia elektryczna |
I Widkno szklane | I Wytworzenie laminatu I

| Gotowy wyréob | | Odpady

Rys. 1. Diagram przeptywu dla technologii wytwarzania laminatu modyfikowanego srodkiem uniepalniaja-
cym.

Bilans materiatowy sktadow laminatow, w tym niemodyfkowanego (L), modyfikowane-
go dodatkiem KB (LKB) wilosci 10 % wag., oraz modyfikowanego dodatkiem WA
(LWA) wiloéci 10 % wag. przedstawiono W Tabeli 1. Okreslenie zbioru wejs¢ i wyjsé
oparto na danych eksperymentalnych przeprowadzonych w skali laboratoryjnej. Proces
wytwarzania obejmowat dodatkowo cigcie wiokna szklanego, wykorzystanie rozdziela-
cza, mieszanie zywicy ze $srodkiem uniepalniajacym oraz utwardzaczem, a takze odpo-
wietrzenie zywicy (zuzycie energii elektrycznej w ilosci 0,805 kWh i 0,826 kWh odpo-
wiednio dla laminatu niemodyfikowanego oraz laminatéw modyfikowanych). Oceny
oddzialywania laminatéw na $rodowisko dokonano wedtug metody §ladu $rodowisko-
wego. Wskazniki kategorii oddziatywania wraz z jednostkami przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 1. Sktady laminatow poliestrowo-szklanych poddawanych analizie.

Laminat
Skladnik [g] L LKB LWA
Nienasycona zywica poliestrowa 632,81 632,81 632,81
Utwardzacz 12,66 12,66 12,66
Mata szklana 316,41 316,41 316,41
Kwas borowy - 63,28 -
Wodorofosforan amonu - - 63,28
Tabela 2. Wskazniki kategorii oddziatywania wg metody oceny $ladu srodowiskowego [7].
Lp Kategoria oddzialywania Skrét Jednostka
1 Zmiana klimatu ogétem GWP100 kg ekwiwalentu CO,
2 Zubozenie warstwy 0zonowej ODP kg ekwiwalentu CFC-11
3 Dziatanie toksyczne dla ludzi, rakotwoércze CTU, CTU,
4 Dziatanie toksyczne dla ludzi, inne niz rakotworcze CTU, CTU,
5 Czastki state - zachorowalnos¢
6 Promieniowanie jonizujace, zdrowie cztowieka U kBq ekwiwalentu U?*
7 | Fotochemiczne powstawanie ozonu, zdrowie czlowieka - kg ekwiwalentu NMLZO
8 Zakwaszenie - ekwiwalent mola H*
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9 Eutrofizacja ladowa - ekwiwalent mola N
10 Eutrofizacja wod stodkich P kg ekwiwalentu P
11 Eutrofizacja wod morskich N kg ekwiwalentu N
12 Ekotoksyczno$¢ dla wody stodkiej CTUe CTU.
13 Uzytkowanie gruntow - wielko$¢ bezwymiarowa
14 ekwiwalent ilo$ci wody, jakiej
Zuzycie wody - pozbawiony zostat uzytkownik,
wm?
15 Wykorzystywanie zasobow, mineraly i metale ADP kg ekwiwalentu Sh
16 ADP —
Wykorzystywanie zasobow, surowce kopalne surowce MJ
kopalne

Wyniki: Wyniki porownawczej oceny wptywu procesow wytwarzania laminatow przed-
stawiono na rysunku 2. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze wy-
tworzenie laminatu LWA wykazuje najwickszy negatywny wpltyw na $rodowisko
w wickszosci kategorii. Nizsze warto$ci uzyskat on w kategoriach czastki state oraz
eutrofizacja wod stodkich i stonych, w ktérych to wytwarzanie LKB wykazuje najwigk-
sze oddzialywanie. Wytwarzanie laminatow modyfikowanych powoduje wzrost wskaz-
nikow kategorii oddziatywan w zakresach 1,3-8,9 % (LKB) oraz 1,9-30,3 % (LWA).
Najwyzszy wzrost odnotowano dla LWA w kategorii oddzialywania uzytkowanie grun-
tow. Wszystkie laminaty wykazaly najwickszy wplyw na ekotoksycznos¢ dla wody
stodkiej, przy czym wzrosty dla wytwarzania LKB i LWA wyniosty odpowiednio 3,3 %
i3,4 %. Procesy wytwarzania laminatow wykazuja najmniejsze oddzialywanie
w kategoriach zubozenia warstwy ozonowej, uzytkowania gruntOw oraz promieniowania
jonizujgcego. Pordwnanie proceséw wytwarzania wszystkich laminatow wskazuje, ze
wytworzenie niemodyfikowanego laminatu charakteryzuje si¢ najmniejszym wpltywem
na srodowisko we wszystkich kategoriach.

3,00E-03
mL mLKB LWA

L[] “ ||
415 16

Rys. 2. Znormalizowane warto$ci oddzialywan proceséw wytwarzania laminatow we wszystkich kategoriach
wplywu (numeracja zgodnie z Tab. 1).

2,50E-03
2,00E-03

1,50E-03

1,00E-03
b Wlulul
2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12

1

‘Wartos¢ znormalizowana [-]

13
Kategoria oddzialywania

Na podstawie rysunku 3 pordéwnujacego udzialy poszczegdlnych elementéw systemu
w trzech kategoriach oddzialywan, w ktérych wykazano najwieksze negatywne oddzia-
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lywanie na $rodowisko stwierdzono, ze wykorzystana zywica, wtokno szklane oraz
zuzycie energii stanowia elementy o wysokim wptywie na wysoko$¢ wskaznikow.

L

70%

60%

50%

Udziat [%]

10 12 15 10 12 15 10 12 15
Kategoria oddzialywania

# Odpady = Energia elektryczna m Wodorofosforan amom = Kwas borowy | Transport ® Rozdzielacz = Wiokno szklane ® Utwardzacz - Zywica

Rys. 3. Udziat procentowy elementow systemu w wybranych kategoriach oddziatywania (numeracja zgodnie
z Tab. 1).

Whioski: Badania dowiodly, ze wytwarzanie laminatow modyfikowanych wykazuje
wyzszy negatywny wpltyw na srodowisko W porownaniu do laminatu niemodyfikowane-
go, a modyfikacja wodorofosforanem amonu moze stanowi¢ wigksze obcigzenie dla
srodowiska niz dodatek kwasu borowego. Warto zaznaczy¢, ze badania dotyczyly proce-
su wytwarzania laminatow w warunkach laboratoryjnych, aich wytwarzanie w skali
przemystowej moze wptyna¢ na zmniejszenie negatywnego oddziatywania. W zwiazku
z wysokim udzialem zywicy, maty szklanej oraz zuzycia energii elektrycznej we wskaz-
niki wplywu, przyszte badania powinny skupi¢ si¢ na poszukiwaniu bardziej zréwnowa-
zonych rozwigzan W zakresie tych elementow systemu.

Badania zrealizowano wramach: pracy badawczej WI/WB-I1$/8/2022
i wspolfinansowano z subwencji przekazanej przez Ministra Edukacji i Nauki, oraz
przez rzady Czech, Wegier, Polski iSlowacji poprzez Granty Wyszehradzkie
z Miedzynarodowego Funduszu Wyszehradzkiego.
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ANALIZA TERMICZNA | MORFOLOGICZNA MATRYC
BIOPOLIMEROWYCH Z ALGINIANU WAPNIA

A. WAWSZCZAK!, M. CZEMIERSKA? A. JAROSZ-WILKOLAZKA? D. KO-
LODYNSKA®', 'UMCS, Wydzial Chemii, Katedra Chemii Nieorganicznej, Pl. Marii
Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin, “UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Kate-
dra Biochemii i Biotechnologii, Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Alginian, czyli polimer pochodzacy ze $cian komorkowych alg brunatnych,
wyrdznia si¢ wyjatkowa zdolnoscig do tworzenia zelu pod wplywem jondw wapnia.
Ceniony za swoja biokompatybilno$¢, biodegradowalno$¢ i zdolnos¢ do kapsutkowania
szerokiej gamy substancji, czyni go nieocenionym materiatem w réznych dziedzinach,
takich jak biomedycyna, technologia zywnosci i inzynieria $Srodowiska. W $wietle stop-
niowo rosnacej popularnosci tego typu zwiazkoéw podjeto sie kompleksowej charaktery-
styki fizykochemicznej alginianu wapnia koncentrujac si¢ wokot wykorzystania zaawan-
sowanych technik analitycznych, wtym analizy termograwimetrycznej (TG, DTG),
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) oraz porozymetrii (ASAP). Ich zastoso-
wanie pozwolito na ustalenie stabilnosci fizykochemicznej, kinetyki rozktadu termicz-
nego oraz morfologii powierzchni matryc biopolimerowych na bazie alginianu wapnia.

Whprowadzenie: W ostathnim czasie obserwuje sie wzmozone zainteresowanie biopoli-
merami, co wynika z ich fundamentalnego znaczenia dla rozwoju technologii zréwno-
wazonych oraz ich korzystnych wiasciwosci ekologicznych i biologicznych. Naturalne
polimery, dzieki swojej biodegradowalnosci, biokompatybilnosci oraz braku toksyczno-
sci, stanowia kluczowe komponenty w pionierskich rozwigzaniach technologicznych.
Jednym z przedstawicieli biopolimerow jest alginian, pozyskiwany z brunatnych alg
morskich [1]. Sktada si¢ z reszt mannuronianu i guluronianu oraz posiada zdolno$¢ sie-
ciowania w obecno$ci jondw wapnia, W wyniku czego powstaje hydrozel [2]. Odpo-
wiednio zaprojektowana struktura alginianu wapnia pozwala na zastosowanie tego typu
zwigzkow jako nosnikow w biotechnologii [3], do kapsutkowania farmaceutykow [4],
w inzynierii tkankowej [5] lub jako bioadsorbentow do usuwania zanieczyszczen [6],
a nawet w rolnictwie. W pracy przedstawiono badania nad synteza matryc z alginianu
sodu o trzech réznych stezeniach tj. 1%, 3% i 5%, wykorzystujac metode jonowego
sieciowania wewnetrznego. Otrzymane matryce zostalty poddane analizie morfologicznej
i termograwimetrycznej.

Czes¢ eksperymentalna: W procesie syntezy matryc biopolimerowych zastosowano
alginian sodu, weglan wapnia, glukono-3-lakton oraz etanol. Roztwory wodne alginianu
sodu przygotowano w stezeniach masowych wynoszacych odpowiednio 1%, 3% i 5%.
W trakcie procesu rozpuszczania alginianu sodu w wodzie zastosowano niewielka iloé¢
etanolu w poczatkowej fazie mieszania. Dodatek etanolu zostal uzyty w celu utatwienia
homogenizacji roztworéw wodnych alginianu sodu. Nastepnie do mieszaniny wprowa-
dzono odwazke weglanu wapnia w okreslonym stosunku do alginianu sodu, 0znaczonym
jako 0,15:1 m/m. Weglan wapnia zdyspergowano przy uzyciu mieszadta magnetyczne-
go. W kolejnym kroku dodano glukono-8-lakton, a cato$¢ przelano do wczesniej przygo-
towanych form, gdzie pozostawiono do usieciowania na okres jednej doby. Uformowane
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W ten sposob zele poddano nastepnie procesowi zamrazania, a pdzniej liofilizacji, w celu
osiggni¢cia porowatej struktury.

Wyniki: Matryce otrzymane z alginianu sodu o stezeniu 3% po usieciowaniu i po liofili-
zacji przedstawiono na rys.1.

b)

Rys.1. Matryce otrzymane z alginianu sodu o st¢zeniu 3% po usieciowaniu a), po liofilizacji b).

W Tab. 1, na podstawie wyznaczonych izoterm adsorpcji azotu oszacowano
i przedstawiono podstawowe parametry strukturalne charakteryzujace porowatos$é
otrzymanych matryc.

Tabela 1. Charakterystyki strukturalne matryc otrzymanych z alginianu sodu o st¢zeniu: 1% - ALG1, 3% -
ALG3, 5% - ALG5

Probka Seer [MPg] V [cm®lg] Re [Nm]
ALG1 3,62 0,019 13,37
ALG3 11,02 0,077 18,85
ALG5 11,13 0,071 16,93

rozmiar porow

gdzie: Sger — powierzchnia wlasciwa wyznaczona metodg BET, V — catkowita objeto$¢ porow, Rg— $redni




Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Rys. 2. Zdjecia mikroskopowe SEM o powigkszeniu x10 000 matryc otrzymanych z alginianu sodu o stezeniu
a) 1%, b) 3% oraz c) 5%.

Zdjecie SEM odpowiadajace matrycy otrzymanej z 1% alginianu sodu wskazuje na
heterogeniczng budowe otrzymanego materiatu z otwartymi porami o nieregularnych
wielkosciach (rys.2a). Taka struktura moze sprzyja¢ lepszej adsorpcji substancji bioak-
tywnych, jednakze moze to réwniez wpltywaé na obnizong stabilno$¢ mechaniczng ma-
trycy. Porowato$¢ matrycy otrzymanej z 3% alginianu sodu (rys.2b) jest wigksza niz
w przypadku probek otrzymanych z 1% alginianu sodu. Zdjecie SEM przedstawione na
rys.2c pozwala zauwazy¢ ztozona, gesta strukture o wyraznie warstwowym ukladzie,
przypominajacg gabczasta substancje. Rozmiary porow sg zredukowane, a ich dystrybu-
cja jest bardziej jednorodna, co jest charakterystyczne dla matryc o zwigkszonej zawar-
tosci polimeru. Taki uktad moze odgrywac istotng role W zastosowaniach wymagajacych
wigkszej stabilnosci mechanicznej, takze w kontekscie przedtuzonego uwalniania lekow.
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Rys. 3. Krzywe TG i DTG dla matryc otrzymanych z alginianu sodu o stezeniu a) 1%, b) 3% i c) 5%.

W poczatkowej fazie analizy termograwimetrycznej zanotowano 5% ubytek masy ma-
tryc ALG1 przy 64°C, ALG3 przy 71°C oraz ALG5 przy 83°C. Najwickszy spadek
masy (40%) dla ALG3 i ALGS wystapit przy 196°C, adla ALG1 (40%) przy 210°C.
Ubytek masy na poziomie okoto 20% zarejestrowano dla temperatur: 693°C (ALG1),
719°C (ALG3) oraz 741°C (ALG5). Dla matrycy otrzymanej z 1% alginianu sodu po-
czatkowa utrata masy jest przypisywana odparowaniu zaréwno wody powierzchniowej
jak i tej zwigzanej wewnatrz struktury. Kolejny etap rozkladu zwigzany jest z pgkaniem
wigzan glikozydowych, dekarboksylacjg i dekarbonylacja, ktore sg typowe dla rozktadu
polisacharydow. Ostatni etap degradacji termicznej moze by¢ zwiazany z dekompozycja
najbardziej termicznie stabilnych sktadnikow matrycy, w tym pozostatych reszt weglo-
wych. Analogiczne zjawiska mozna zaobserwowaé W matrycach otrzymanych
z alginianu sodu o stezeniach 3% i 5%. Zauwazalne jest, ze zwickszenie stezenia algi-
nianu sodu prowadzi do wyzszej stabilnosci termiczne;j.

Whioski: Stwierdzono zalezno$¢ morfologiczng i termograwimetryczna od stezenia
alginianu sodu zastosowanego do syntezy matryc, gdzie wyzsze stezenia sprzyjaty for-
mowaniu zwartych i jednolitych struktur porowatych. Takie whasciwosci strukturalne sa
obiecujgce W kontekscie zastosowan, ktore zyskuja na wyzszej integralnosci mechanicz-
nej oraz na mozliwoSciach precyzyjnego dawkowania uwalnianych lekow. Z drugiej
strony, matryce o wiekszej $rednicy porow, mogg by¢ preferowane w aplikacjach wy-
magajacych zwiekszonej przepuszczalnosci i adsorpcji. Ponadto, mogg by¢ wykorzy-
stywane w inzynierii tkankowej, gdzie przestrzenie mi¢dzykomdrkowe moga wspierac
wzrost i infiltracj¢ komorek.
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TOLERANCJA KADMU PRZEZ SZCZEPY PSEUDOMONAS
LUTEOLA WYIZOLOWANE Z NIESKAZONYCH GLEB

M. TYSZKO, M. MAJEWSKA, UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Instytut
Nauk Biologicznych, Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej, ul. Aka-
demicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Metale cigzkie dziataja jako czynnik selekcyjny i powodujg istotne zmiany
w strukturze i aktywnosci spotecznosci mikroorganizméw glebowych. Zdolno$é toleran-
cji metali ciezkich wystgpuje prawie u wszystkich mikroorganizméw izolowanych
z miejsc skazonych, ale jest mozliwa nawet u izolatow pochodzacych ze §rodowisk nie-
skazonych. Wybrane do badan szczepy Pseudomonas luteola (14 izolatow) zostaty wyi-
zolowane z gleb inicjalnych (Ziemia Wedla Jarlsberga, Spitsbergen) nie bedacych pod
wplywem czynnikéw antropogenicznych. Bakterie te produkowaly charakterystyczny
dla tego gatunku z6tty i fluoryzujacy barwnik. Badania wykazaly, ze pomimo przyna-
leznosci to jednego gatunku, szczepy tolerowaly rézne stezenia kadmu w podtozu. Naj-
wyzsze stgzenie Cd bylo tolerowane przez P. luteola 43, 44 i 46 (200 pg/ml Cd). Pozo-
state szczepy mozna uszeregowac¢ wedlug rosnacej tolerancji Cd w nast¢pujacy sposob:
171 67 (60 pg/ml Cd); 29, 31, 79 i 80 (80 pg/ml Cd); 9, 11§ 23 (100 pg/ml Cd); 27 i 84
(150 pg/ml Cd).

Wprowadzenie: Kadm (Cd) wystepuje w stezeniu od 0,5 mg-kg™ w glebach czystych
do 16 mg-kg™ w glebach obszaréw przemystowych. Jednak te wartosci moga by¢ wielo-
krotnie wyzsze (>100 mg-kg™) w glebach wokot kopaln i hut przetwarzajacych rudy
metali [1]. Toksyczno$¢ metali cigzkich nalezy do grupy streséw chemicznych [1, 2].
Liczne mechanizmy opornosci i tolerancji, w tym tez adaptacji, jakie wystepuja u orga-
nizméw dajg im mozliwos¢ funkcjonowania W warunkach stresowych. Kazdy organizm
cechuje okreslony prog tolerancji na czynnik toksyczny. Tolerancja konstytutywna jest
efektem naturalnych proceséw metabolicznych, natomiast w wyniku indukcji moze
doj$¢ do znaczacego podwyzszenia jej poziomu (tolerancja indukowana) [2]. Dzigki
selekcji i presji srodowiskowej formutuja si¢ spotecznoéci mikroorganizméw opornych
na coraz wyzsze stezenia metali. Zdolnos¢ ich tolerancji mozna stwierdzi¢ wsrod kilku
procent izolatow pochodzacych z miejsc czystych, do prawie 100% izolatow ze $rodo-
wisk silnie zanieczyszczonych [3]. Zatozono, ze mikroorganizmy zasiedlajgce gleby na
obszarach nie bedgcych pod wptywem dziatalnoséci cztowieka, tj. Ziemia Wedla Jarls-
berga na Spitsbergenie, rowniez bedg oporne na Cd. Badania Hanaka i innych [4] wyka-
zaly obecno$é¢ Cd wtych glebach w stezeniu 0,02 - 0,59 mg-kg™. Celem badan byto
okreslenie poziomu tolerancji Cd przez losowo wybrane szczepy Pseudomonas luteola
wyizolowane z inicjalnych gleb Spitsbergenu, wskazanie letalnej dawki Cd oraz kontro-
lujacej dlugosé fazy adaptacji komorek do warunkéw wzrostu (tzw. lag fazy).

Cze$¢ eksperymentalna: Do badan wybrano 14 szczepow nalezacych do gatunku
P. luteola bedacych w kolekcji bakterii wyizolowanych z gleb péinocno-zachodniej
czesci Ziemi Wedla Jarlsberga na Spitsbergenie [4, 5]. Ich przynalezno$¢ gatunkowa
zostata okre$lona na podstawie testow biochemicznych API20NE zgodnie z instrukcja
producenta (BioMérieux). Szczepy byly przechowywane w temp. -80°C w formie zawie-
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sin w buforze fosforanowym (pH 7,0) z dodatkiem glicerolu (50%). Po rozmrozeniu,
0,2 ml zawiesiny kazdej bakterii zostato naniesione na powierzchni¢ agaru odzywczego
i inkubowane przez 4 dni w temperaturze 28°C [6]. Po sprawdzeniu czystoéci przecho-
wywanych kultur namnozono je W ptynnym podtozu bulionowym (2 dni, 28°C). Po tym
czasie hodowle zebrano metoda wirowania (15 minut, 10 000 rpm), biomase przeptuka-
no i zawieszono w roztworze soli fizjologicznej (0,9% NaCl). Okreslono gestos¢ komo-
rek bakteryjnych bazujac na spektrofotometrycznym pomiarze OD (A =550 nm) oraz
skali McFarlanda (Rys. 1). Przygotowane zawiesiny bakterii rozcienczono tak, aby uzy-
ska¢ gestos¢ komorek 0,5 w skali McFarlanda. Zawiesiny te stuzyly do inokulacji podtoz
hodowlanych.

asesrt | ; . ans -............‘.._.
..................
- | IPPPTTL LA ..
| ..........‘”
I ' ........... .e
O:O
“ o
Skala 3 3

Rys. 1. Krzywa wzorcowa, rownanie prostej oraz wspotczynnik determinacji liniowej r? wyrazajace
zalezno$¢ pomiedzy zmetnieniem proby (OD 550) a skala McFarlanda.

Bakterie hodowano na ptynnych podtozach (sktad: 5 g glukozy, 1 g peptonu, 1 g NaNOs,
0,59 MgSO, x 7TH,0, 0,5 g CaCl, x 2H,0, 0,1 g ekstraktu drozdzowego, 1000 ml H,0,
pH 6,4) z dodatkiem kadmu (CdCl, x 2,5 H,0) w stezeniu od 0 do 200 pg/ml Cd. Inku-
bacje prowadzono wtemp. 28°C. Po 24, 48 i96 godzinach wykonano pomiar OD
(A =550 nm) i obliczono liczbe komorek w 1 ml hodowli.

Wyniki: Szczepy P. luteola wydzielaty do podtoza zotty, fluoryzujacy barwnik (Rys. 2).
Roznity si¢ miedzy soba zdolnoscia do uptynniania zelatyny oraz mozliwoscia asymila-
cji kwasu dekanowego i fenylooctwoego (Tabela 1). Siedem szczepow (11, 17, 23, 27,
31, 79 i80) posiadato aktywna proteaze odpowiedzialng za hydrolize Zelatyny. Nato-
miast szczepy P. luteola 11, 31 i 44 wykorzystywaty jako jedyne Zrodlo wegla i energii
kwas dekanowy, a szczep P. luteola 23 kwas fenylooctowy. Dla tych szczepéw poziom
identyfikacji biochemicznej byt znacznie nizszy (92,5%) niz dla pozostalych szczepow
P. luteola (> 99%).

A B . I -

Rys. 2. Wzrost P. luteola 11 na agarze odzywczym przez 4 dni (A) oraz P. luteola 67, 79, 80 na
plynnym podtozu bulionowym przez 2 dni (B) w temperaturze 28°C.
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Tabela 1. Charakterystyka biochemiczna szczepoéw P. luteola.
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> 1 © N o [ = j= =
2 Sle| 22 < N o 2|l 2|3 g 2| B
5 |g|=|&| = Nl <|B 3 =2/g8|lc|3|=|8
< X ] [S) el N > © > S| = c S| 3|2 = =
= =l =8| N 2 9 N | >=|D S| S| | =X >
g|lo|le|s SNSRIl Nl >2s|lxX|>s|8| &
o =) x| S|=slcs| N &8 Nleslol2|l2|IRN|ls|B | |R| |
o s |lsl3lgle|NlglelX|S|lg|Elc|lE| el =|S 5
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N o 5] I O > = | = [} © | X [ = o Q = >
(%) A& |QlajL|I|D|0o|N|O|O|lO0o|C|Z2|2|(<|2|0|X|x|~|0O|X
9 |98 |+ |— |+ |—|—|+|—|+|—|+|+|+ |+ |+ ]|+ |+|—|—|+]|+]|—
11| 925+ |— |+ |—|—|+|+|+|—|+|+|+|+]|+|+]|+|+|—|+|+]|—
17 | 925 | + | — | + — |+ |+ |+ ||+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |||+ ]|+]|—
23| R25 |+ |— |+ |—|— |+ |+ |+ ||+ |+ |+ |+|+ ]|+ |+ |||+ |+]|+
27 | 25 |+ |— |+ |—|— |+ |+ |+ ||+ |+ |+ |+|+ |+ |+ |—|—|+|+]|—
29 | 998 |+ |— |+ |—|—|+|—|+|—|+ |+ |+ |+ ]|+ |+|+]|—|—|+|+]|—
311988 |+ |— |+ |—|— |+ |+ |+ |— |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ |+ |+ ]|—|+]|+]|—
431998 |+ |— |+ |—|—|+|—|+|— |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+|—|"|+]|+]|—
44 1 Q5 |+ | — |+ |—|— |+ ||+ ||+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||+ ]|+]|—
46 |98 | + | — |+ |—|—|+|—|+|— |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+|—|—|+]|+]|—
67 | 998 |+ |— |+ |—|—|+|—|+|—|+|+|+|+]|+|+|+|—|—|+|+]|—
791925+ |— |+ |—|—|+|+|+|—|+|+|+|+]|+|+|+|—|—|+|+]|—
80 |25 |+ |— |+ |—|— |+ |+ |+ ||+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+|—|—|+]|+]|—
84 998 | + | — |+ |—|—|+|—|+ ||+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+|—|—|+]|+]|—

+ wynik pozytywny, — wynik negatywny

Szczepy P. luteola réznity sie wrazliwoscig na Cd wprowadzony do podioza wzrostu.
Stezenie 20 pg/ml Cd wyraznie obnizylo gestos¢ 24-godzinnych hodowli P. luteola
w poréwnaniu do hodowli kontrolnych (bez dodatku Cd), z wyjatkiem szczepu 9 i 84.
Jednak dtuzszy kontakt tych bakterii z Cd spowolnit ich namnazanie i w drugiej dobie
ich gesto$¢ byla nizsza niz w hodowli kontrolnej. Profile tolerancji Cd wyznaczone po
24 godzinach roznity sie od tych okre$lonych po 48 godzinach (Tabela 2). Natomiast
wydtuzenie inkubacji o kolejne 2 doby (do 96 godzin) juz nie zmienilo ich profili (dane
nieprezentowane). Stwierdzono, ze najwyzsze stezenie kadmu (200 pg/ml) byto tolero-
wane przez P. luteola 43, 44 i 46 niezaleznie od czasu prowadzenia hodowli. Stgzenia
Cd 150, 100 oraz 80 pg/ml zahamowaty catkowicie wzrost, odpowiednio P. luteola 9,
P. luteola 31 i 79 oraz P. luteola 17 i 67 rowniez niezaleznie od czasu prowadzenia ho-
dowli. Mozna przypuszczaé, ze dla tych szczepéw byly to letalne dawki metalu.
W przypadku pozostatych szczepoéw zaobserwowano adaptacj¢ do wyzszych stezen Cd
trwajacg okoto 48 godzin. Po 24 godzinach nie obserwowano wzrostu P. luteola 23,
291 80 w obecnosci 80 pg/ml Cd, ale po wydtuzeniu hodowli do 48 godzin wzrost tych
bakterii byt widoczny przy tych dawkach Cd, a w przypadku P. luteola 23 nawet przy
100 pg/ml. Szczepy P. luteola 27 i 84 rosty w obecnosci, odpowiednio 80 i 100 pg/ml
Cd, a po wydtuzeniu hodowli rowniez W obecnosci, odpowiednio 100 i 150 pg/ml Cd.
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Bardzo ciekawym szczepem byl P. luteola 11. Po 24 godzinach wzrost stwierdzono
tylko w hodowli kontrolnej i zawierajacej 20 pg/ml, a po 48 godzinach wzrost stwier-
dzono takze w hodowlach zawierajgcych od 40 do 100 pg/ml Cd.

Tabela 2. Gestos¢ hodowli P. luteola po 24 i 48 godzinach inkubacji w podtozu kontrolnym (bez Cd) oraz
z dodatkiem Cd w stezeniu od 20 do 200 pg/ml; 0,0 — brak wzrostu.

24 godzinna inkubacja 48 godzinna inkubacja
0 20 40 60 80 100 150 200 O 20 40 60 80 100 150 200
Szczep ug Cd mi? ug Cd mi*

9 18 08 07 07 00 00 18 11 11 11 0,0 0,0
11 14 00 00 00 00 00 00 13 13 13 13 13 00 0,0
17 19 17 16 00 00 00 0,0 18 18 00 00 0,0 0,0
23 18 08 06 00 00 00 0,0 13 13 13 00 0,0
27 16 14 14 11 00 00 0,0 17 17 15 15 14 09 00
29 12 12 12 00 00 00 00 12 19 18 11 00 00 0,0
31 16 15 14 00 00 00 10 10 0,0 0,0

1,7
1,6
15
0,0
0,0
0,0
0,0

20 20 07
10 0,6
10 05
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0

00 0,0

SKALA_ 20 10 05 0 |, 06 pomorek mr®

Whioski: Badane szczepy wykazywaly biochemiczne podobienstwo do gatunku
P. luteola (poziom identycznosci 92,5 - 99,8%). Produkowaty zotty, fluoryzujacy barw-
nik, jednak nie wszystkie byly zdolne do asymilacji kwasu dekanowego lub fenyloocto-
wego oraz uptynniania zelatyny. Charakteryzowaty si¢ opornoscia oraz adaptacja do
roznych stgzen Cd. Na podstawie tolerowanych, maksymalnych st¢zen tego metalu
szczepy P. luteola mozna uszeregowaé W nastepujacy sposob:

[ asands | B 2res | S orzs | B[ 2sras | Y[ e
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SZLAKI SYNTEZY FOSFATYDYLOCHOLINY U BAKTERII
Z RODZAJU LEGIONELLA

J. TARASIUK!, B. KOWALCZYK! K. PASTUSZAK?. M. JURAK?
M. PALUSINSKA-SZYSZ!, 'UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Genetyki
i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin; 2UMCS, Wydziat Chemii, Katedra
Zjawisk Miedzyfazowych, Pl. M. Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin

Abstrakt: Powszechnie wystepujace W §rodowisku wodnym pateczki Legionella, po
zakazeniu uktadu oddechowego cztowieka poprzez skontaminowany aerozol, wywotuja
cigzkie zapalenie ptluc, zwane chorobag legionistow. Gléwnymi sktadnikami okrywy
komoérkowej sa lipidy, w tym fosfatydylocholina (PC). PC w komérkach bakterii Legionella
spp. syntetyzowana jest za posrednictwem dwoch szlakow: szlaku trzykrotnej N-metylacji
fosfatydyloetanoloaminy (PE) (szlak PMT) oraz w szlaku syntazy PC (PCS). U bakterii
L. pneumophila dominujacym szlakiem biosyntezy PC jest szlak PCS. Pozyskiwanie
egzogennej choliny przez bakterie L. pneumophila na drodze PCS wyptywa na zmiang
syntezy PC, PE oraz kardiolipiny (CL) w poréwnaniu z bakteriami hodowanymi na podtozu
bez dodatku choliny.

Woprowadzenie: PC jest gtownym fosfolipidem btonowym wchodzacym w sktad komodrek
eukariotycznych, ktory stanowi okolo potowe wzglednej zawartosci wszystkich lipidow
komorki [1]. Dominujacymi za$ skladnikami bton organizméw prokariotycznych jest
fosfatydyloglicerol (PG), PE oraz CL, chociaz u niektorych bakterii wystepuja rowniez
fosfatydyloinozytol (PI) oraz PC [1]. Szacuje si¢, ze okoto 15% przedstawicieli domeny
Bacteria ma zdolno$¢ do syntezy PC [2]. Zawarto$¢ procentowa PC w membranach
komorek bakteryjnych miesci si¢ w zakresie od kilku procent (P. aeruginosa) do 73% (A.
aceti) [2]. Bakterie produkujg PC za posrednictwem czterech szlakow (PCS, PMT, szlak
zalezny od glicerolfosfocholiny (GPC) oraz szlak zalezny od difosfocytydyny-choliny
(CDP-choliny)). PC w komorkach bakterii gltéwnie jest syntetyzowana w szlaku PMT
i PCS. Podobnie jak u eukariontéw, bakterie W pierwszym z wymienionych szlakow
syntetyzujg PC w wyniku trzykrotnej metylacji PE. Proces konwersji PC odbywa sie przy
udziale jednej lub kilku N-metylotransferaz fosfolipidowych (Pmt) [3-5]. Zwigzkami
posrednimi  s3  monometylofosfatydyloetanoloamina  (mMePE) i dimetylofosfaty-
dyloetanoloamina (dAMPE), a donorem grup metylowych jest S-adenozylometionina (SAM).
Podczas transmetylacji SAM ulega konwersji do S-adenozylohomocysteiny (SAH). Pomimo
cech wspolnych w gltownych etapach syntezy PC, enzymy Pmt katalizujace poszczegolne
reakcje charakteryzuja si¢ odmiennymi sekwencjami, jak rowniez liczba tych enzymow jest
zmienna. U bakterii wyodrgbniono co najmniej dwie rodziny N-metylotransferaz, typ
Sinorhizobium (Sm-PmtA) oraz typ Rhodobacter (Rs-PmtA). Enzymy typu Sm-PmtA
wykazuja homologi¢ do metylazy rRNA, natomiast enzymy typu Rs-PmtA do metylotrans-
ferazy zaangazowanej W biosynteze ubichinonu/menachinonu [6, 7]. Na podstawie analiz
genomOw bakteryjnych przypuszcza sig, ze wystepuje rowniez Pmt o typie Zymomonas
[2, 8]. W szlaku PCS zachodzi jedna reakcja, w ktorej syntaza fosfatydylocholiny (Pcs)
katalizuje przeksztalcenie diacyloglicerolo-5’-difosfocytydyny (CDP-DAG) i choliny do
PC. Produktem tej reakcji jest monofosfocytydyna (CMP). Enzym Pcs jest wysoce hydrofo-
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bowym biatkiem utworzonym z 6 do 8 transbtonowych helis, ktéore wykazuja strukturalne
podobienstwo z innymi fosfatydylotransferazami CDP-alkoholowymi [2]. Struktura enzymu
Pcs zawiera charakterystyczny dla fosfatydylotransferaz CDP-alkoholowych motyw D-G-
X2-A-R-X8-G-X3-D-X3-D [2]. Warto pokresli¢, ze szlak PCS wystepuje wylacznie
w domenie Bacteria i jest on energetycznie bardziej korzystny niz trzykrotna metylacja PE
[9]. Kolejnym prokariotycznym szlakiem biosyntezy PC jest szlak CDP-choliny po raz
pierwszy opisany u kretka Treponema denticola [10]. Pierwsze dwa etapy szlaku CDP-
choliny katalizowane sa przez dwufunkcyjny enzym LicCA (ang. CTP:phosphocholine
cytidylyltransferase/choline kinase), odpowiedzialny za tworzenie CDP-choliny, ktory
wykazuje cze$ciowa homologi¢ sekwencji aminokwasowej do kinazy cholinowej Saccha-
romyces cerevisiae [11-13]. Enzym odpowiedzialny za katalizowanie ostatniego etapu
szlaku prowadzacego do powstawania PC u kretka T. denticola nie zostat jeszcze zidentyfi-
kowany. Prokariotyczny szlak CDP-choliny rézni si¢ od eukariotycznego szlaku Kenne-
dy’ego, poniewaz co najmniej W dwoch pierwszych etapach szlaku wykorzystywane sg inne
enzymy. Opisano takze czwarty szlak biosyntezy PC, wykryty po raz pierwszy W bakteriach
Xanthomonas campestris. Szlak ten zalezny jest od glicerolofosfocholiny (GPC) wykorzy-
stywanej jako substrat w dwuetapowej reakcji katalizowanej przez acylotransferaze [14].
Szlak biosyntezy PC zalezny od GPC opisano takze dla komoérek drozdzy S. cerevisiae [15].
Przez dlugi czas sadzono, ze PC jest produkowana wylacznie przez wyspecjalizowane
bakterie np. wewnatrzkomérkowe patogeny, ktoére sa bezposrednio zwigzane
z eukariotycznymi gospodarzami, obecnie wiadomo, ze ta klasa fosfolipidow wystepuje u
wielu filogenetycznie odmiennych drobnoustrojow [2]. Do bakterii, ktore sa zdolne do
syntezy PC naleza wewnatrzkomorkowe patogeny zrodzaju Legionella. Bakterie te
w $rodowisku naturalnym namnazaja si¢ W stodkowodnych pierwotniakach, a po przedosta-
niu si¢ do organizmu czlowieka proliferujg w makrofagach ptuc, powodujac atypowe
zapalenie zwane chorobg legionistow. Sposrod czterech poznanych dotad bakteryjnych
szlakow biosyntezy PC, bakterie Legionella spp. syntetyzujg PC na drodze dwdch niezalez-
nych szlakow: szlaku PMT oraz szlaku PCS [1] (Rys. 1).
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Rys. 1. Szlaki biosyntezy PC L. pneumophila: A) szlak N-metylacji PE (PMT); B) szlak syntazy PC (PCS). PC —
fosfatydylocholina; PE - fosfatydyloetanoloamina; mMePE - monometylofosfatydyloetanoloamina; dMePE -
dimetylofosfatydyloetanoloamina; SAM - S-adenozynometionina; SAH - S-adenozylohomocysteina; CMP -

monofosforan cytydyny; CDP-DAG - diacyloglicerolo-5’-difosfocytydyna; Pcs - syntaza fosfatydylocholiny; PmtA
- fosfolipidowa N-metylotransferaza [1].

Enzym PmtA L. pneumophila nalezy do typu Rs-Pmt [16]. Geny pmtA Legionella spp.
koduja biatka o aktywnos$ci N-metylotransferazy, ktore zostaty przyporzadkowane do klasy
enzymatycznej EC 2.1.1.17 [27]. Dlugos$¢ tych biatek wynosi od 208 do 218 aminokwasow,
a domena Katalityczna zawiera 9-aminokwasowy motyw V/ILE/D-X-G-X-G-X-G zaanga-
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zowany W wigzanie donora grypy metylowej - SAM [6, 7]. Analiza topologii blony
wskazuje na cytoplazmatyczne umiejscowienie enzymu PmtA Legionella spp., atakze
mozliwos¢ jego wigzania Z blona wewngtrzng [17]. Gen pcs
L. pneumophila koduje wysoce hydrofobowe biatko zbudowane z 255 aminokwasow,
zawierajace 8 transmembranowych helis z N- i C- koncami zlokalizowanymi wewnatrz
komorki bakteryjnej. N-koncowa domena odpowiedzialna za aktywno$¢ enzymatyczna
zawiera 27 aminokwasowy motyw D-G-X2-A-R-X8-P-X3-G-X3-D-X3-D. Gatunki
nalezace do rodzaju Legionella wykazuja znaczny stopien homologii sekwencji nukleoty-
dowych genu psc (64%-98%) [17]. Szlak PCS stanowi dominujgcy szlak biosyntezy PC
L. pneumophila [16]. Wykorzystanie egzogennej choliny przez Legionella spp. jako
substratu w szlaku PCS prowadzi do zmiany zawartosci poszczegdlnych klas fosfolipidow.
L. pneumophila hodowana na podtozu z dodatkiem chlorku choliny syntetyzuje odpowied-
nio 0 6% i 3% wigcej PC i PE oraz 0 9% mniej CL w poréwnaniu z bakteriami hodowanymi
na podtozu bez choliny [17]. W przypadku innych gatunkéw L. anisa, L. longbeachae,
L. micdadei bakterie hodowane na podtozu z dodatkiem i bez dodatku egzogennej choliny
miaty takg samg zawarto$¢ PC [17]. Dominujacym szlakiem syntezy PC u L. micdadei byt
szlak PCS, a fosfolipid ten byt wbudowywany gtéwnie do membrany zewnetrznej. Dodatek
choliny do podtoza spowodowat zwigkszenie zawarto$ci PC w obu blonach L. gormanii,
przy czym wigkszy wzrost wystapit w btonie wewngtrznej. Analiza poréwnawcza profilu
PC L. gormanii oraz L. micdadei wykazata, Ze jest on charakterystyczny zaréwno dla btony
zewnetrzne] jak i blony wewngtrznej, a dodatek choliny nie wptywat na zmiang dtugosci
i stopnia nienasycenia kwasow ttuszczowych budujacych PC, ale decydowal o ro6znicach
ilosciowych [17]. Zawartos$c¢ i struktura fosfatydylocholin syntetyzowanych w szlaku PCS
wplywa na poziom indukcji prozapalnych cytokin. Bakterie L. anisa, L. longbeachae,
L. gormanii iL. pneumophila hodowane na pozywce z egzogenng choling indukowaty
w makrofagach linii THP-1 znacznie nizszg produkcje czynnika martwicy nowotworow
(TNF-a) w porownaniu z bakteriami hodowanymi bez dodatku choliny. Dodatek choliny do
podtoza wzrostowego L. pneumophila, L. longbeachae i L. anisa wptynat na zmniejszenie
produkcji interleukiny (IL-6) przez makrofagi stymulowane tymi bakteriami. Pateczki
Legionella w warunkach dostepnos$ci choliny stabiej pobudzajg synteze prozapalnych
cytokin, zatem sa mniej rozpoznawalne dla uktadu immunologicznego [17]. PC L. pneu-
mophila jest niezbedna do wigzania si¢ tych bakterii z makrofagami poprzez receptor
czynnika aktywujacego plytki (receptor PAF, ang. platelet-activating factor receptor),
a efektywno$¢ tego procesu zalezy od zawartosci PC. Adhezja L. pneumophila do makrofa-
gow jest blokowana przez antagoniste receptora PAF. Mutanty L. pneumophila defektywne
w syntezie PC wykazujg staba zdolno$¢ przytaczania si¢ do makrofagdéw i funkcjonowania
systemu sekrecji typu IV (T4SS) Dot/lcm (ang. defective in organelle traffic-
king/intracellular multiplication), ktory jest kluczowy do wewnatrzkomérkowego namnaza-
nia si¢ tych bakterii. Ze wzgledu na chemiczne podobiefistwo PC i PAF, PC moze naslado-
waé PAF iwigzgc si¢ Zjego receptorem zwieksza¢ szanse na wychwyt bakterii przez
makrofagi.

Wrazliwo$¢ bakterii Legionella na bialka ipeptydy przeciwdrobnoustrojowe moze by¢
réwniez zwiazana ze sktadem kwasow ttuszczowych oraz ich rozmieszczeniem (pozycja sn-
1/sn-2) w strukturze fosfolipidow btonowych. Bogatym zrodiem biatek i peptydow odpor-
nosciowych jest hemolimfa ggsienic Galleria mellonella. L. gormanii byta wrazliwa
zaréwno na ekstrakt hemolimfy oraz wyizolowana z hemolimfy apolipoforyna 11 (apoLp-
III). Bakteriobdjcza dawka apoLp-III byta 8-krotnie nizsza dla L. gormanii w poréwnaniu
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do L. dumoffii, a gatunek L. micdadei nie byt wrazliwy na dziatanie apoLp-III [18]. Wyzsza
wrazliwo$¢ L. gormanii na apoLp-l1ll w pordwnaniu z innymi gatunkami Legionella
wskazuje, na zréznicowang podatno$¢ tych bakterii na naturalne, przeciwdrobnoustrojowe
biatka, wynikajaca z roznic w strukturze i fizyko-chemicznych wiasciwosciach sktadnikow
powierzchniowych komoérek Legionella. Komoérki L. gormanii po zadziataniu apoLp-IlI
wykazywaty wzrost chropowatosci powierzchni, ktorej przyczyng moglo by¢ peknigcie
komorki. Zaburzenia w regularnej strukturze powierzchni bakterii prawdopodobnie
wynikaly  z wigzania si¢  apoLp-lll  z fosfolipidami i/lub lipopolisacharydem
L. gormanii. Tworzenie takich kompleksow zostalo wykazane dla L. dumoffii [19]. Jedno-
etapowy szlak syntezy PC pozwala bakteriom Legionella szybko dostosowaé fizjologie
btony w celu adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow Srodowiska. Szlak PCS syntezy PC
moze pehié rolg sensora srodowiska, poniewaz prekursory biosyntetyczne obecne w tkance
ptuc wptywaja na wirulencj¢ L. pneumophila poprzez wbudowywanie PC do okrywy
komorkowej tych bakterii [16]. Wiedza na temat szlakow syntezy PC bakterii Legionella
jest istotna z terapeutycznego punktu widzenia, W szczegdlnosci blokowanie syntezy
enzymu Pcs moze stanowié potencjalny cel w opracowywaniu nowych lekéw do zwalczania
legionellozy.
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SKRINING GRZYBOW MEZOFILNYCH W REAKCJACH
KATALIZOWANYCH PRZEZ LIPAZY

E. PLUTA, W. JEDRYS, K. GDULA, M. KUTYLA, M. TRYTEK, UMCS, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej, Aka-
demicka 19, 20-031 Lublin

Abstrakt: W niniejszym badaniu przeprowadzono skrining grzybéw mezofilnych pod
katem ich zdolnosci do katalizowania reakcji z udziatlem lipaz. Przeprowadzone badania
maja wykazaé aktywnos¢ grzybow mezofilnych w reakcjach katalizowanych przez lipa-
zy. Enzymy te sa szeroko wykorzystywane w przemysle farmaceutycznym, spozywczym
oraz kosmetycznym ze wzgledu na ich zdolno$¢ do katalizowania reakceji estryfikacji,
transestryfikacji i hydrolizy. W celu zidentyfikowania potencjalnych producentow lipaz,
przetestowano wybrane gatunki grzybow mezofilnych. W kontekscie przeprowadzonych
badan wybrano cztery modelowe reakcje biokatalityczne: reakcje aminolizy, epoksydacji
limonenu, estryfikacji alkoholu pierwszorzedowego monocyklicznego i bicykliczne-
go. Na podstawie przeprowadzonych badan wnioskowano, ze niektore gatunki grzybow
mezofilnych wykazuja wysoka aktywnos$¢ katalityczng, co umozliwia ich potencjalne
zastosowanie w przemysle biotechnologicznym.

Whprowadzenie: Organizmy mezofilne obejmuja gatunki grzybow, bakterii oraz archea
przystosowanych do zycia w srodowiskach o umiarkowanych temperaturach
w przedziale 20-45°C. Optymalna temperatura wzrostu mezofili 30-39°C umozliwia ich
wzrost w temperaturze ciala czlowieka, powodujac ze stanowig one powazng grupe
organizmoéw patogennych. Organizmy mezofile wykazuja réwniez szerokie zdolno$ci
w biodegradacji materii organicznej [1]. Lipazy (E.C.3.1.1.3), nazywane réwniez acylo-
hydrolazami triacyloglicerolowymi, to enzymy nalezace do klasy hydrolaz wykazujace
zdolno$¢ do katalizowania reakcji hydrolizy trojglicerydow do glicerolu i wolnych kwa-
sow tluszczowych (Rys. 1). Enzymy te posiadajg zdolnos$¢ do katalizowania réznych
reakcji chemicznych, wtym hydrolizy, transestryfikacji, interestryfikacji oraz syntezy
estrow W $rodowisku bezwodnym [2]. Lipazy majg zréznicowany charakter i sg obecne
w komorkach ro$lin, zwierzat oraz mikroorganizmow. Szczegélnie lipazy pochodzace
od drobnoustrojow staty sie przedmiotem zainteresowania przemystowego, gtéwnie ze
wzgledu na ich zdolno$¢ do katalizowania szerokiej gamy reakcji, zardwno
w $rodowisku wodnym, jak i niewodnym; mozliwo$¢ funkcjonowania w szerokim za-
kresie temperatury i pH; stabilno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych oraz selektyw-
no$¢ wzgledem budowy chemicznej, regiondw W czasteczkach i enenacjomeroéw [2, 3].
W przemysle stosowane sa gtownie lipazy izolowane z komorek grzybowych. Wykorzy-
stuje si¢ je m.in. W przemysle spozywczym, mleczarskim, farmaceutycznym, syntezie
polimerow, produkcji detergentow i biodiesla oraz w rekultywacji odpadow. Jednakze
koszt izolacji, oczyszczania i immobilizacji enzyméw jest wysoki, co podnosi koszty
produkcji [4]. Z tego wzgledu coraz wigkszym zainteresowaniem cieszy si¢ wykorzysta-
nie lipaz jako biokatalizatorow w formie enzymu zwigzanego z hydrofobowymi struktu-
rami grzybni [5,6].
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Rys. 1. Hydroliza trojglicerydu katalizowana przez lipaze.

Czes¢ eksperymentalna: Badane gatunki grzybow mezofilnych: Trichoderma harzia-
num CBS, Aspergillus oryzae, Rhizomucor miehei, Aspergillus wentii, Trichoderma
harzianum CBS 415.68, Rhizopus oryzae PSM 63539, Fusarium solani v. radicule,
Rhizopus oryzae 3613, Trichoderma harzianum CBS 688.94, Trichoderma reesei F560,
Trichoderma harzianum CBS 416.96. Grzyby hodowano w kolbach Erlenmeyera o poj.
300 mL w 100 mL jatowego ptynnego podtoza podstawowego przez 4 dni w temp. 30°C
(150 rpm) [6]. Po zakonczeniu hodowli grzybnie oddzielono od ptynu pohodowlanego
przez wirowanie przy 10 000 g przez 15 minut w temperaturze 4°C. Biomasg¢ grzybni
zamrozono W temperaturze —20°C przez noc, a nastgpnie liofilizowano przez 24 godzi-
ny. Liofilizowane grzybnie zmielono i zastosowano jako biokatalizatory poszczegdlnych
reakcji. Wymienione powyzej gatunki grzybow poddano analizie W kontekscie czterech
reakcji katalizowanych przez lipazy.

Reakcja aminolizy: Do 50 mg grzybni dodano 2 mL heksanu, 2,9 uL (10 mM) heksania-
nu metylu oraz 4,6 pL (20 mM) amylaminy. Fiolki szczelnie zamknigto i inkubowano
w temperaturze 40°C przez 24 godziny.

Reakcja epoksydacji limonenu: Do 50 mg grzybni dodano 2 mL octanu metylu,
23 pl limonenu, 93,1 pL 30% H,0, oraz 35 pL kwasu octowego. Nastgpnie szczelnie
zamknietg fiolke inkubowano w temperaturze 55°C przez 4 godziny.

Reakcja estryfikacji alkoholu pierwszorzedowego monocyklicznego — alkoholu perylo-
wego: Do 50 mg grzybni dodano 2 mL heptanu, 9,2 uL (50 mM) kwasu mastowego oraz
32 puL (100 mM) alkoholu perylowego. Nastepnie fiolki inkubowano w temperaturze
w 40°C przez 24 godziny.

Reakcja estryfikacji alkoholu pierwszorzedowego bicyklicznego-myrtenolu: Do 50 mg
grzybni dodano 2 mL heptanu, 9,2 uL (50 mM) kwasu mastowego oraz 32 pL (100 mM)
myrtenolu. Nastgpnie mieszaning umieszczono W inkubatorze (40°C) na 24 godziny. Po
uptywie czasu inkubacji probki przygotowano do chromatografii gazowej. W tym celu
do fiolki chromatograficznej dodano 0,9 mL heksanu oraz 0,1 mL mieszaniny poreak-
cyjnej. Wydajnos¢ reakeji przedstawiono jako procent konwersji substratu do produktu
poszczegolnej reakcji.

Wyniki: W reakcji aminolizy najwicksza wydajno$cia wykazal si¢ Rhizopus oryzae
PSM 63539 (36,4%), Aspergillus oryzae (22%), Rhizopus oryzae 3613 (14%), Fusarium
solani v. radicule (3,27%) (Rys. 2). Natomiast w reakcji epoksydacji limonemu najwiek-
szg wydajno$¢ wykazat szczep Aspergillus oryzae (produkt 1 — 52%, produkt 2 — 4,6%,
produkt 3 — 3,3%), Aspergillus wentii (produkt 1 — 1,4%, produkt 2 — 0,15%) (Rys. 3).
Wydajnos¢ procentowa estryfikacji alkoholu perylowego wynosita najwigcej u Rhizopus
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oryzae PSM 63539 (92%), Rhizopus oryzae 3613 (84,2%), Aspergillus oryzae (77,9%)
i Rhizomucor miehei (19,5%) (Rys. 4). Najwicksza wydajno$¢ procentows estryfikacji
myrtenolu wykazal Rhizopus oryzae PSM 63539 (74%), Rhizopus oryzae 3613 (69%)
Aspergillus oryzae (45%) i Aspergillus wentii (19,5%) (Rys. 5).
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Whioski: Z uzyskanych wynikow mozna wnioskowaé, ze najbardziej wydajnym grzy-
bem mezofilnym wykazujacym najwyzszg aktywnos¢ katalityczng we wszystkich reak-
cjach jest Aspergillus oryzae. W wigkszos$ci reakcji szczegblnie wysokg aktywno$¢é wy-
kazujg rowniez Rhizopus oryzae PSM 63539 oraz Rhizopus oryzae 3613. Do najaktyw-
niejszych grzybow mezofilnych w reakcji aminolizy zalicza si¢ Aspergillus oryzae, Rhi-
zopus oryzae PSM 63539 oraz Rhizopus oryzae 3613. W przypadku reakcji epoksydacji
limonenu najwickszg aktywno$¢ wykazuje Aspergillus oryzae. Podczas reakcji estryfi-
kacji alkoholu perylowego najwicksza wydajno$¢ katalityczna wykazaty grzybnie
Aspergillus oryzae oraz Rhizopus oryzae PSM 63539. W ostatniej reakcji estryfikacji
myrtenolu najwyzsza aktywnos¢ katalityczng wykazaty Aspergillus oryzae, Rhizopus
oryzae PSM 63539 oraz Rhizopus oryzae 3613.
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ZASTOSOWANIE ROZNYCH CZYNNIKOW SIECIUJACYCH
DO IMMOBILIZACJI DEHYDROGENAZY CELOBIOZOWEJ

W. PIATEK-GOLDA, M. OSINSKA-JAROSZUK, J. SULEJ, UMCS, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Biochemii
i Biotechnologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Dehydrogenaza celobiozowa (CDH) to zewnatrzkomorkowa hemoflawopro-
teina produkowana przez grzyby rozktadajace drewno. Ze wzgledu na unikalng budowe
oraz wilasciwosci, CDH wykazuje ogromny potencjal aplikacyjny w wielu gateziach
przemyshu. Aby w petni wykorzysta¢ mozliwosci tego biokatalizatora, niezbedne jest
unieruchomienie go na odpowiednim no$niku. Celem pracy byta ocena wydajnosci pro-
cesu immobilizacji dehydrogenazy celobiozowej z Phanerochaete chrysosporium, na
makrosferach chitosanowych, po zastosowaniu réznych czynnikéw sieciujacych.

Whprowadzenie: Dehydrogenaza celobiozowa (CDH; ECI1.1.99.18) jest zewnatrzko-
morkowym flawohemoenzymem wytwarzanym przez duzg liczbe grzybow odpowie-
dzialnych ~ za  degradacje  drewna.  Zawiera  dwa  kofaktory = (FAD
i hem) potaczone proteolitycznie wrazliwym tacznikiem peptydowym [1,2]. CDH Kkatali-
zuje reakcje utleniania sacharydow, zawierajacych wigzanie
B-1,4-glikozydowe, takich jak celobioza i laktoza, do odpowiednich laktonéw sponta-
nicznie przeksztatcanych w kwasy aldonowe [3]. Ze wzgledu na swoje unikalne wiasci-
wosci dehydrogenaza celobiozowa znalazta zastosowanie W wielu galeziach przemystu,
np. w przemysle spozywczym, mleczarskim, petrochemicznym czy w biomedycynie [2].
W ostatniej dekadzie zespoly naukowe skupiajg si¢ na badaniu dzialania przeciwdrobno-
ustrojowego i przeciwutleniajgcego tego biokatalizatora. Duzym ograniczeniem
w prowadzonych badaniach jest zastosowanie wolnych enzymoéw. W celu poprawy wia-
sciwosci katalitycznych 1 stabilnosci badanych biokatalizatoréw stosuje si¢ proces im-
mobilizacji (unieruchamiania) enzymu na statej, nierozpuszczalnej w srodowisku reakcji
matrycy [4]. Unieruchomienie biokatalizatora znaczaco poprawia stabilno$¢ jego struk-
tury, w réznych warunkach reakcji, czego efektem moze by¢ m.in. zwigkszona termo-
stabilno$¢, a tym samym odporno$¢ na dziatanie czynnikéw denaturujgcych. Ponadto,
takiego uktadu enzymatycznego mozna uzy¢ wielokrotnie bez utraty jego aktywnosci,
biokatalizator w tatwy sposob moze zosta¢ odzyskany z mieszaniny reakcyjnej,
a otrzymany produkt odznacza si¢ wysoka czystoscig [4,5]. Do immobilizacji stosuje sig
nosniki nieorganiczne takie jak szkto o kontrolowanej porowatosci czy zel krzemionko-
wy oraz matryce organiczne pochodzenia syntetycznego np. poli(alkohol winylowy)
i poli(kwas akrylowy) oraz naturalnego, w tym alginian, zelatyn¢ czy chitosan [4,5,6].
Chitosan jest naturalnym polimerem hydrofilowym z duza iloscia pierwszorzgdowych
grup aminowych. Charakteryzuje sie brakiem toksycznos$ci, wysokg biokompatybilno-
$cig ireaktywnos$cig chemiczng, atakze tatwym wigzaniem enzymu [7]. Stanowi on
doskonatg matryce do immobilizacji biokatalizatorow, poniewaz jest rozpuszczalny
w lekko kwasnym roztworze wodnym, odporny na degradacj¢ chemiczna, powszechnie
dostepny na rynku i niedrogi [8]. W celu zwigkszenia wydajnos$ci procesu immobilizacji,
jak rowniez stabilnosci enzymoéw zwiagzanych z matryca, stosuje si¢ okreslone substan-
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cje sieciujace [9]. Powszechnie uzywanym zwigzkiem aktywujacym jest aldehyd gluta-
rowy (GA), jednak ze wzgledu na jego wysoka toksyczno$¢ konieczne jest znalezienie
alternatywy, ktora bedzie odznaczaé si¢ wysoka wydajnoécia, nie stanowiac przy tym
zagrozenia dla srodowiska [10,11]. Przyktadem takich substancji sg genipina (GEN) oraz
polietylenoimina (PEI) [12]. Badania pokazuja, ze zwiazki te sa bezpieczne zarowno dla
ludzi jak i $rodowiska, a stosowanie ich jako czynnikow sieciujacych w sektorze biome-
dycznym wskazuje na mozliwo$¢ zastosowania tych substancji w procesie immobilizacji
takze w innych aplikacjach biotechnologicznych [13,14].

Cze$¢ eksperymentalna: Material do badan stanowila dehydrogenaza celobiozowa
pozyskana ze szczepu grzyba Phanerochaete chrysosporium (FCL236) zdeponowanego
w kolekcji grzybow Katedry Biochemii i Biotechnologii UMCS. Jako nosnika do immo-
bilizacji uzyto makrosfer chitosanowych (kulek). Proszek chitosanu rozpuszczono w 2%
roztworze kwasu octowego i mieszano na mieszadle magnetycznym (25°C/1 godz.).
Odpowietrzony roztwor wkraplano przy cigglym mieszaniu do zlewki zawierajacej 1M
NaOH. Makrosfery przechowywano przez 24 godziny w temperaturze 4°C. Po tym cza-
sie kulki przemyto wodg dejonizowang w celu zobojetnienia. Nosnik aktywowano przez
dziatanie na niego jednym z trzech, badanych czynnikéw sieciujgcych (Tab. 1)
w okreslonych warunkach (25°C, 350 obr./min, 24 godz.) [15].

Tabela 1. Substancje sieciujgce wraz ze stezeniami uzyte do procesu aktywacji makrosfer (kulek) chitosano-
wych.

Substancja sieciujaca Badane stezenia Ozna?zeme
proby
50% 5%GA
Aldehyd glutarowy (GA) 2,0 % 2%GA
0,5% 0,5%GA
50% 5%PEI
Polietylenoimina (PEI) 2,0 % 2%PEI
0,5% 0,5%PEI
2,0% 2%GEN
Genipina (GEN) 1,0 % 1%GEN
0,5% 0,5%GEN

Po aktywacji kulki kilkukrotnie przemyto woda dejonizowang. Nosnik zmieszano
z roztworem zawierajacym dehydrogenaze celobiozowa (CDH236). Po 3 godzinach
wytrzasania W temperaturze 25°C, mieszaning pozostawiono W lodowce na noc. Nastep-
nie  kulki chitosanu  oddzielono od roztworu  zawierajacego  enzym
i przeptukano trzykrotnie woda W celu usunigcia niezwigzanego biatka. Wydajno$¢ pro-
cesu immobilizacji obliczono z zastosowaniem metody posredniej. Procent enzymu
zwigzanego na no$niku obliczono wedtug ponizszego wzoru [14]:
i P= AcpH23s(nosnik) (U/g nosnika)/ Acprizas(immonilizacjiy (U/g nosnika) x 100 %,

zle:
Acprzssmosnik) (U/g nosénika) - aktywnos¢ CDH236 zwigzanego Z no$nikiem,
Acprz3s(immobilizacjiy (U/g nosnika) - aktywnos¢ CDH236 uzytego do procesu immobiliza-
cji.
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Ogdlny schemat procesu przedstawiono na rysunku 1.
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Rys. 1. Aktywacja makrosfer chitosanowych przy uzyciu trzech, réznych substancji sieciujacych oraz immo-

bilizacja enzymu (CDH236) na nosniku.

Wyniki: Celem niniejszej pracy byto sprawdzenie wydajnosci procesu immobilizacji
dehydrogenazy celobiozowej (CDH236) na makrosferach chitosanowych po zastosowa-
niu trzech czynnikow sieciujacych o réznych stgzeniach. Jak wykazano we wcze$niej-
szych badaniach, CDH236 moze by¢ unieruchamiane na matrycach organicznych po-
chodzenia naturalnego, w tym na chitosanie. W naszych badaniach po raz pierwszy zde-
cydowaliSmy si¢ na przetestowanie dwoch, nowych substancji sieciujacych tj. GEN

i PEI. Kulki poddane aktywacji zostaty przedstawione na rysunku 2.

1 2 3

Al-5%GA B1 —5% PEI
A2 -2%GA B2 - 2% PEI
A3-0,5% GA  B3-0,5% PEI

Rys. 2. Aktywacja kulek chitosanowych przy uzyciu trzech substancji sieciujacych o réznych stezeniach.

Uzyskane wyniki dowodzg, ze CDH236 moze by¢ immobilizowane na makrosferach
chitosanowych (Tabela 2). We wszystkich badanych probach wydajnos¢ procesu nie
byla nizsza niz 96%. Wyjatkiem byta proba, w ktorej nosnik byt aktywowany 2% PEI,

gdzie wydajno$¢ immobilizacji wynosita 88,5%.
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Tabela 2. Wydajno$¢ procesu immobilizacji CDH236 na makrosferach chitosanowych.

Badana proba  |Aktywnos¢ CDH236| Aktywno$¢ CDH236 Wydajnosé
przed immobilizacjg | zwigzanego z no$nikiem immobilizacji
[U/g nosnika] [U/g nosnika] [%]

5%GA 1,23 1,23 99,38
2%GA 1,23 1,22 99,05
0,5%GA 1,23 1,23 99,60
5%PEI 1,23 1,13 91,19
2%PEI 1,23 1,09 88,50
0,5%PEI 1,23 1,21 97,84
2%GEN 1,23 1,19 96,68
1%GEN 1,23 1,21 97,90
0,5%GEN 1,23 1,21 98,08

Whioski: Przeprowadzone badania potwierdzily wysoka wydajnos¢ immobilizacji
CDH236 na makrosferach chitosanowych niezaleznie od uzytego zwiagzku sieciujacego.
Uzyskane wyniki pozwalaja na dobranie najlepszych warunkow prowadzenia kolejnych
eksperymentow. Niezbedne s3a dalsze badania w celu lepszego poznania wlasciwosci
unieruchomionych biokatalizatorow.

Praca powstala w wyniku realizacji projektu badawczego nr 2023/49/N/NZ9/00375
finansowanego ze Srodkow Narodowego Centrum Nauki.
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POROWNANIE WEASCIWOSCI MODELOWYCH BLON
BAKTERYJNYCH WYBRANYCH GATUNKOW LEGIONELLA

K. PASTUSZAK', M. JURAK', J. TARASIUK? M. PALUSINSKA-SZYSZ?
'UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Zjawisk Miedzyfazowych, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie
3, 20-031 Lublin, 2UMCS, Wydzial Biologii iBiotechnologii, Katedra Genetyki
i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Bakterie Legionella, nalezace do rodziny Legionellaceae, wystepuja po-
wszechnie w glebie oraz systemach wodnych. Te Gram-ujemne pateczki stanowig po-
wazne zagrozenie dla zdrowia i zycia cztowieka. Kluczowym czynnikiem decydujacym
o zjadliwosci tych bakterii oraz opornosci na antybiotyki jest budowa $ciany komoérko-
wej, a w szczegolno$ci sktad ilo§ciowy oraz rozmieszczenie fosfolipidow (PL)
w membranach. Czynniki zewnetrzne, takie jak obecno$¢ choliny w pozywce, moga
modyfikowa¢ kompozycje fosfolipidow, wplywajac na fizykochemiczne wiasciwosci
powierzchni komorki. Celem przedstawionych badan bylo scharakteryzowanie modelo-
wych blon bakteryjnych imitowanych przez monowarstwy Langmuira. Zostaly one
utworzone z fosfolipidow wyizolowanych z bakterii Legionella micdadei, Legionella
dumoffii i Legionella gormanii, hodowanych na pozywce z lub bez dodatku egzogennej
choliny. Przy uzyciu wanny Langmuira wyposazonej W symetryczne barierki przepro-
wadzono kompresje monowarstw, rejestrujac zaleznosci ci$nienia powierzchniowego od
sredniej powierzchni przypadajacej na czasteczke (izotermy z-A). Na ich podstawie
wyznaczono modut $cisliwosci (Cs*). Wyniki analiz wykazaly, ze wlasciwosci fizyko-
chemiczne membran bakteryjnych, takie jak upakowanie i uporzadkowanie czasteczek
znaczaco si¢ roznig, W zaleznosci od sktadu fosfolipidow, modyfikowanego przez obec-
nos$¢ choliny w pozywce, na ktorej hodowano badane gatunki bakterii.

Whprowadzenie: Bakterie Legionella spp., mimo iz powszechnie wystepuja
w wodach i glebie, charakteryzuja si¢ specyficznymi wymaganiami odzywczymi. Prze-
zycie drobnoustrojow jest mozliwe niemal wyltacznie w organizmie eukariotycznym, np.
W pierwotniakach lub komodrkach ssakow. Z tego wzgledu bakterie Legionella spp. wy-
ksztalcity mechanizmy pozwalajace na wzrost i replikacje w organizmie zywiciela [1],
umozliwiajgce im infekowanie takze organizmu ludzkiego. Po dostaniu si¢ do uktadu
oddechowego czlowieka, bakterie moga namnaza¢ si¢ W makrofagach pegcherzykow
phucnych, prowadzac do rozwoju zakazen o réznym stopniu nasilenia [2]. Zaréwno
L. micdadei, jak rowniez L. dumoffii i L. gormanii, sa odpowiedzialne za wywotywanie
zapalenia ptuc. Wszystkie wspomniane gatunki charakteryzuja si¢ wystgpowaniem czte-
rech klas fosfolipidow (PL) w membranach — fosfatydylocholiny (PC), fosfatydyloetanoloami-
ny (PE), fosfatydyloglicerolu (PG) oraz kardiolipiny (CL), jednakze wzajemne proporcje
tych zwigzkow oraz dlugo$ci tancuchéw kwasow tluszczowych i ich stopien nasycenia
rdznig si¢. Ponadto, bakterie Legionella spp. pobierajg choline ze $rodowiska, w ktérym
si¢ znajdujg | wykorzystujg ja do syntezy PC, zmieniajac tym samym sktad ilosciowy PL
w btonach [1]. Fosfolipidy sa gtéwnymi sktadnikami budujacymi membrany Legionella
Spp., aich procentowa zawarto$¢ oraz rozmieszczenie W btonie wptywaja na oddziaty-
wania z komorkami gospodarza oraz modulujg wrazliwo$¢ na antybiotyki. Celem pracy
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byto poréwnanie wlasciwosci modelowych bton bakteryjnych utworzonych przez fosfo-
lipidy wybranych gatunkéw Legionella spp., przy wykorzystaniu techniki monowarstw
Langmuira.

Cze$¢ eksperymentalna: Bakterie L. micdadei, L. dumoffii oraz L. gormanii hodowano
na pozywce BCYE, z lub bez dodatku egzogennej choliny. Lipidy wyekstrahowano
z komorek drobnoustrojow zgodnie z procedurg Bligh i Dyer [3], a nast¢pnie oczyszczo-
no, stosujac chromatografie¢ cienkowarstwowa W ukladzie rozpuszczalnikoéw chloro-
form/metanol/kwas octowy (9,8 mL/0,2 mL/0,1 mL), wysuszono i zwazono. Tak przy-
gotowane fosfolipidy rozpuszczono w mieszaninie chloroformu (> 99,9%, Avantor Per-
formance Materials Poland S.A.)) imetanolu (>99,9%, ROMIL Chemicals Ltd.)
W stosunku objetosciowym 4:1 tak, aby stezenie roztworu wynosito 1 mg/mL. Stosujac
wanne Langmuira (KSV Nima, Biolin Scientific) wyposazona w wage z ptytka Wilhel-
miego oraz symetryczne barierki, wyznaczono zalezno$¢ ci$nienia powierzchniowego
(r) od s$redniej powierzchni przypadajacej na czasteczke (A), tzw. izoterme x-A.
Do przygotowania subfazy we wszystkich pomiarach zastosowano 99,7% kwas octowy
(Avantor Performance Materials Poland S.A.), ktory rozcienczono ultraczysta woda do
stezenia 0,01%. Okreslone objetosci roztworow fosfolipidow nanoszono na powierzch-
ni¢ subfazy wypehiajacej wann¢ Langmuira przy uzyciu mikrostrzykawki (Hamilton).
Naniesione roztwory pozostawiono na powierzchni cieczy przez 10 minut
w celu odparowania rozpuszczalnikow, po czym rozpoczeto kompresje monowarstwy
z predkoscig 10 mm/min. Pomiary prowadzono w statej temperaturze 20°C kontrolowa-
nej przy uzyciu termostatu Lauda Alpha RA 8.

Wyniki: Jak juz wspomniano, bakterie Legionella modyfikujg sktad ilosciowy lipidow
blonowych wykorzystujgc egzogenng choling do syntezy PC, co wptywa na wlasciwosci
fizykochemiczne bton oraz ich oddziatywania z komérkami zywiciela i antybiotykami.
W Tabeli 1 przedstawiono zmiany w sktadzie fosfolipidowym L. micdadei (Lm),
L. dumoffii (Ld) i L. gormanii (Lg) wywotane suplementowaniem cholina, jak réwniez
rdznice W zawarto$ci poszczegdlnych klas miedzy wybranymi gatunkami [4-6].

Tabela 1. Udziat procentowy poszczegolnych klas fosfolipidow w mieszaninach wyizolowanych z bakterii
L. micdadei (Lm), L. dumoffii (Ld) i L. gormanii (Lg) hodowanych na podtozu z (+cholina) i bez (-cholina)
dodatku egzogennej choliny [4-6].

PC PE PG CL
Lm-cholina 47% 37% 3% 13%
Lm-+cholina 48% 34% 2% 16%
Ld-cholina 31% 43% ~0% 26%
Ld+cholina 42% 34% ~0% 24%
Lg-cholina 26% 50% 3% 21%
Lg+cholina 47% 38% 3% 12%

Najwicksze zmiany, spowodowane obecnoscig choliny w pozywce do hodowli bakterii
zaobserwowano w przypadku L. gormanii, ktéra wykazuje spadek zawartosci PE oraz
wzrost ilosci PC. L. dumoffii charakteryzuje si¢ zmianami ilo§ciowymi PC oraz PE rzedu
9-11%. Z kolei dla L. micdadei stwierdza si¢ wzrost zawarto$ci CL i PC oraz redukcje¢
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PE. W celu okreslenia wptywu roéznic W sktadzie fosfolipidow na fizykochemiczne wia-
sciwosci utworzonych z nich modelowych bton bakteryjnych, zastosowano technike
monowarstw Langmuira. Zarejestrowane zaleznosci cisnienia powierzchniowego
w funkcji $redniej powierzchni przypadajacej na czasteczke, tzw. izotermy z-A zesta-
wiono na rysunku 1.

50 —— Lm-cholina 504 —— Ld-cholina 50 Lg-cholina
Lm-+cholina 1 —— Ld+cholina \ ——— Lg+cholina

40 § 40] 40 Lg+cholina
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Rys. 1. 1zotermy z-A zarejestrowane dla monowarstw fosfolipidow wyizolowanych z bakterii L. micdadei
(Lm), L. dumoffii (Ld) i L. gormanii (Lg), hodowanych na podtozu bez (-cholina) lub z (+cholina) dodat-
kiem egzogennej choliny.

Izotermy z-A wyznaczone dla mieszanin fosfolipidow wyekstrahowanych z bakterii
suplementowanych choling (+cholina) sg przesunigte W strone mniejszych powierzchni
przypadajacych na czasteczke. Przebieg zalezno$ci oraz wartosci ciSnienia zatamania
(mc), przy ktorym nastepuje przejscie struktur dwuwymiarowych w trojwymiarowe nie
ulegaja zmianom, co wskazuje na zblizong stabilno$¢ analizowanych monowarstw.
Rozwazajac powierzchnig¢ Ao, przy ktorej nastepuje widoczny wzrost cisnienia po-
wierzchniowego (~0,5 mN/m), zmiany dla L. micdadei, L. dumoffii i L. gormanii wyno-
sza kolejno 25, 23 i 28%. Wyniki te wskazuja, ze w monowarstwach ,,+cholina” wyste-
puja mniejsze odleglosci miedzyczasteczkowe W pordwnaniu do ,,-cholina”, co sugero-
watoby takze wickszy stopien ich upakowania. Aby potwierdzi¢ powyzsze przypuszcze-
nie, na podstawie danych z izoterm z-A wyznaczono modut $cisliwosci wedlug rownania
Cst=-A(dn/dA) pT [4].  Wartosci  modulu  definiujg  stopien  upakowania
i uporzadkowania czasteczek W monowarstwie (jej elastycznosc) (Rys. 2).

1204 120
E
Z 80 Z 80
E £
U7 404 U 40 )
Lm-cholina —— Ld-cholina Lg-cholina
o Lm-+cholina 0 Ld+cholina o —— Lg+cholina
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
7 (mN/m) 7 (mN/m) 7 (mN/m)

Rys. 2. Zaleznosci modutu $cisliwosci w funkcji cisnienia powierzchniowego wyznaczone dla monowarstw
fosfolipidéw wyizolowanych z bakterii L. micdadei (Lm), L. dumoffii (Ld) i L. gormanii (Lg) hodowanych
na podtozu bez (-cholina) lub z (+cholina) dodatkiem egzogennej choliny.

Obserwowane przesuniecie izoterm z-A w kierunku mniejszych powierzchni (Rys. 1)
koreluje z wiekszymi maksymalnymi warto§ciami modutu $cisliwosci (Rys. 2), potwier-
dzajgc mniejsza elastyczno$¢ monowarstw ,,+cholina” w poréwnaniu do ,,-Cholina”.
Najwigksze zmiany, sag widoczne dla monowarstw L. gormanii, podczas gdy wartosci
modutu dla L. micdadei oraz L. dumoffii wzrastaja. Wszystkie badane monowarstwy
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osiagaja wartosci Cs ™ przekraczajace 100 mN/m, co wedtug kryterium Daviesa i Rideala
[7] oznacza, ze wystepuja w stanie cieczy skondensowanej (LC). Analizujac przedsta-
wione zalezno$ci mozna zauwazy¢, ze przyrost ilosci PC oraz obnizenie zawarto$ci PE
i zwigzkow anionowych (PG i CL) prowadzi do $cislejszego upakowania czgsteczek
w monowarstwach. Skrocenie odleglosci migdzyczasteczkowych moze byé efektem
wzmocnienia sit Lifshitza-van der Waalsa, ktore towarzyszy wzrostowi dtugosci i/lub
stopnia nasycenia tancuchéw kwasow tluszczowych [5]. Dla L. gormanii wykazujacej
najwicksze roznice W sktadzie iloSciowym membran ,,-cholina” i ,,+cholina” (Tabela 1)
obserwuje si¢ takze duze zmiany powierzchni przypadajacej na czasteczke (Rys.l)
i modutu $cisliwosci (Rys. 2). Podobnie w membranach L. dumoffii znaczny wzrost
ilosci PC, prowokuje wyraznie wicksze upakowanie, a tym samym mniejsza elastycz-
nos$¢ monowarstwy.

Whioski: Obecno$é¢ choliny w pozywce do hodowli bakterii Legionella spp. wptywa na
sktad fosfolipidowy oraz profil kwasow ttuszczowych, modyfikujac tym samym fizyko-
chemiczne wiasciwoséci badanych membran modelowych (monowarstw Langmuira).
Efekt zachodzacych zmian uwidacznia si¢ W organizacji czasteczek fosfolipidow
w monowarstwie, stopniu jej upakowania i uporzadkowania (elastyczno$ci). Zawarto$¢
dlugotancuchowych i/lub nasyconych kwaséw thuszczowych oraz wzrost ilosci PC
sprzyja tworzeniu monowarstw $cislej upakowanych, co wynika odpowiednio ze
wzmocnienia sit Lifshitza-van der Waalsa oraz cylindrycznego ksztattu czasteczek tej
klasy fosfolipidow.
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SZCZEP GRZYBOWY PLEUROTUS DJAMOR JAKO NOWE
ZRODLO EGZOPOLISACHARYDOW

M. PRZYBYLO, K. NAMROZY, A. KONIECZNA, N. MIERZWA,
W. NOSKOWICZ, D. ROCHOWSKA, M. KRASOWSKA, E. WASEWICZ,
E. SZEWCZYK, Y. VOZDIHAN, W. BIELECKA, K. WLIZLO, UMCS, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Katedra Mikrobiologii Przemystowe;j
i Srodowiskowej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Egzopolisacharydy (EPS) to polimery, produkowane przez rozne organizmy
w tym grzyby wielkoowocnikowe. Ze wzgledu na wysoki potencjat biotechnologiczny
wcigz poszukuje si¢ nowych zrodet tych czasteczek. Wyniki przeprowadzonych badan
wskazuja, ze szczep grzybowy Pleurotus djamor moze by¢ zrédlem egzopolisachary-
doéw. Jest on zdolny do ich wytwarzania zar6wno na pozywce mineralnej (B) jak
i organicznej (C), na ktérych uzyskano najwicksze ilosci EPS migdzy 4. a 7. doba ho-
dowli. Sktad pozywek wplywat na ilo$¢ produkowanej biomasy, ktorej znacznie wol-
niejszy przyrost uzyskano na pozywce B. Ze wzgledu na wytwarzanie poréwnywalnych
ilosci EPS na obu pozywkach i mniejszej produkcji biomasy na pozywce B, t¢ pozywke
wybrano jako optymalng do uzyskania EPS.

Whprowadzenie: Egzopolisacharydy to biomakromolekuly wystepujace szeroko
W przyrodzie, wytwarzane zarowno przez bakterie jak i grzyby [1,2]. Wsrod badanych
grzybow W literaturze dominujg gatunki z typu Ascomycota, natomiast gatunki typu
Basidiomycota stanowig zdecydowanie mniejszg grupe [2]. Niemniej jednak znajdziemy
w nim takie gatunki, jak Schizophyllum commune czy Lentinula edodes, wytwarzajace
odpowiednio, schizofylan i lentinan, ktore to czasteczki majg szerokie, udowodnione
dziatanie lecznicze i prozdrowotne [3]. Oprocz potencjalnego zastosowanie W dziedzinie
medycznej, EPS moga by¢ stosowane w branzy kosmetycznej, materialowej, spozyw-
czej, w farmacji czy w ochronie $rodowiska [4]. Kazdy EPS jest charakterystyczny dla
danego gatunku a o whasciwos$ciach decyduje struktura czgsteczki [2,3]. Stad tez poszu-
kiwanie nowych zrédet EPS daje mozliwo$ci odkrycia czgsteczki o nowych wiasciwo-
Sciach lub o wlasciwosciach silniejszych niz dotychczas zbadane. W niniejszej pracy
zbadano mozliwo$¢ wytwarzania EPS przez egzotyczny gatunek z rodzaju Pleurotus
jako nowego zrodta tego rodzaju polimeru.

Czesé eksperymentalna: Hodowle Pleurotus djamor W celu pozyskania inoculum pro-
wadzono w 100 ml kolbach stozkowych na 50 ml ptynnego podtoza PDB zaszczepione-
go trzema krazkami grzybni o $rednicy 0,5 cm. Hodowle prowadzone byty stacjonarnie
W temperaturze 28°C az do porosniecia pozywki przez grzybni¢. Hodowle wytrzasane
Pleurotus djamor prowadzone byty w 100 ml kolbach stozkowych na 50 ml ptynnej
pozywce mineralnej B lub pozywce organicznej C 0 sktadzie przedstawionym w tabeli
1, ktorych pH doprowadzono do wartosci 4,5 przy pomocy 0,1 M HCI. Hodowle za-
szczepiono zawiesing inokulatu a jej stezenie W pozywce wynosito 3%. Warunki jakie
stosowano w hodowli to temperatura 28°C, 120 RPM i czas wzrostu 16 dni.
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Tabela 1. Sktad pozywki B oraz C stosowanych w hodowli wytrzasanej Pleurotus djamor.

Rodzaj pozywki Sktadnik pozywki Stezenie [g/1]
Glukoza 30
NaNO; 1
. KH2PO, 0,5
Pozywka B
MgSO4 x 7 H,O 0,5
FeSO4 x 7 H,0 0,01
KCI 0,5
Glukoza 30
Pepton 1
Pozywka C .
Ekstrakt drozdzowy 0,5
NaCl 0,5

W dniach 2., 4., 7., 9., 11., 14., 16. likwidowano po 3 kolby hodowli prowadzonych na
pozywce B oraz C. Ptyn pohodowlany oddzielono od grzybni za pomocg saczka Mirac-
loth. Plyn pohodowlany oraz grzybnie przechowywano w falkonach 15 lub
50 ml w temperaturze -18°C do momentu analizy. Zamrozong biomase¢ grzybowa liofili-
zowano w falkonach przez 72 godziny, anastgpnie wazono W celu okreslenia suchej
masy. Natomiast z przemrozonego ptynu pohodowlanego zbierano wytracony EPS
a pozostate jego iloSci W plynie pohodowlanym wytragcano z 25 ml proby dodatkiem
alkoholu etylowego w stosunku objetoSciowym ptyn:etanol 1:2 i pozostawiono na
24 godzimy w celu catkowitego wytracenia EPS-u. EPS odwirowano w falkonach
0 pojemnosci 50 ml, (15 minut przy 10 000 RPM) i suszono w temperaturze 60°C przez
24 godziny a nastgpnie wazono, aby okresli¢ suchg mas¢ EPS. Oznaczenie stezenia cu-
kru wykonano metoda Dubois. W tym celu do 200 pl proby badanej dodano 600 ul 95%
H,SO, i 120 pl 5% fenolu. Nastgpnie probg ogrzewano przez 5 minut we wrzacej tazni
wodnej. Po tym czasie mierzono absorbancje przy dlugosci fali 490 nm. W ten sam
sposob wykreslono takze krzywa wzorcowa W zakresie stezen 5-50 pg/ml. Z kolei ozna-
czanie stezenia biatka prowadzono metodg Bradford. Do 1000 pl roztworu roboczego
Bradford dodano 100 pl proby badanej i catos¢ wymieszano. Po 2 minutach mierzono
absorbancje na dlugosci fali 595 nm. Na bazie absorbancji wykreslono takze krzywa
wzorcowa dla kolejnych stezen albuminy wotowej (25 — 200 mg/ml).

Wyniki: Wyniki analizy stgzenia cukréow catkowitych w ptynie pohodowlanym
w Kkolejnych dniach hodowli prowadzonej na pozywce B i C wykazaty podobne zalezno-
$ci. Obserwowano szybki spadek stezenia glukozy uzytej jako zrodlo wegla, do 4. dnia
hodowli, ktory nastepnie wzrastat do 7. doby hodowli i znéw stopniowo spadat osiagajac
W przypadku obu pozywek zblizong wartos¢ ok. 10 pg/ml. Mimo podobnych zaleznos$ci
i takiego samego stezenia wyjsciowego zrodla wegla, stezenie cukrow catkowitych mige-
dzy 4. i 11. dobg hodowli byto niemal dwukrotnie wyzsze W pozywce C W poréwnaniu
do pozywki B (rys. 1A). Wyniki zalezno$ci stezenia biatka w kolejnych dniach hodowli
W ptynie pohodowlanym rowniez wykazaty podobne zaleznosci dla obu pozywek,
szczegblnie miedzy 9. a 14. doba hodowli, kiedy st¢zenie biatka byto najwyzsze. Przez
caty okres trwania hodowli stezenie biatka utrzymywato si¢ na wyzszym poziomie
w pozywce C W porownaniu do pozywki B, co byto najbardziej zauwazalne juz w 2.
dobie (rys. 1B).
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Rys. 1. Oznaczenia biochemiczne stezenia cukrow (A) i biatka (B) w plynie pohodowlanym Pleurotus djamor
w wybranych dobach 16-dniowej hodowli wytrzasane;.

W  przypadku wytwarzania EPS nie zaobserwowano réznic W jego ilosci
w zalezno$ci od uzytej pozywki. Zarowno W hodowli na pozywce B jak i pozywce C
stwierdzono szybki przyrost ilosci EPS juz od 4. doby hodowli i gwaltowny jej spadek
w9. dobie hodowli. Ilosci EPS otrzymanego W obu hodowlach wyrazone
w gramach suchej masy byly niemal identyczne. W dobie 4. bylo to 0,553 g 10,592 g
EPS oraz w dobie 7. 0,617 g i 0,569 g EPS otrzymanego odpowiednio z pozywki B i C
(rys. 2A). Istotne rdznice zaobserwowano natomiast W wynikach przyrostu biomasy
w trakcie hodowli. Wyniki EPS przeliczone na jeden gram suchej biomasy grzybowej
wykazaly 2,5-krotnie wigksze wytwarzanie EPS w hodowli P. djamor prowadzonej na
pozywce B, w ktorej ilos¢ otrzymanej biomasy byta mniejsza w poréwnaniu do biomasy
otrzymanej na pozywce C (rys. 2B).
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Rys. 2. Zawarto$¢ suchej masy egzopolisacharydéw (EPS) w ptynie pohodowlanym Pleurotus djamor (A)
w wybranych dobach 16-dniowej hodowli wytrzasanej oraz przeliczenie wydajno$ci wytwarzania EPS
w przeliczeniu na 1 gram suchej masy grzybni (B).

Whioski: Szczep P. djamor wytwarza egzopolisacharydy zarowno na pozywce mineral-
nej jak i organicznej. Sktad pozywki nie wptywa bezposrednio na ilo$¢ wytworzonego
EPS w hodowli P. djamor, ale wptywa na przyrost biomasy W hodowli oraz st¢zenie
cukrow i biatek w ptynie pohodowlanym. Pozywka wydajniejsza do wytwarzania EPS
w hodowli P. djamor przy jednoczesnym niskim wytwarzaniu biomasy jest mineralna
pozywka B a optymalny czas hodowli wynosi od 4 do 7 dni.
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BADANIA STABILNOSCI TERMICZNEJ I POTENCJALU
PRZECIWDROBNOUSTROJOWEGO KOMPOZYTOW
ZAWIERAJACYCH MODYFIKATORY NIEORGANICZNE

K. MLYNARCZYK', B. PODKOSCIELNA! M. JASZEK? M. OSINSKA-
-JAROSZUK?, 1UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Polimeréw, ul. Gliniana 33,
20-614 Lublin, UMCS, Wydziatl Biologii i Biotechnologii, Katedra Biochemii
i Biotechnologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: W pracy przedstawiono synteze i badania stabilno$ci termicznej kompozytow
zawierajgcych dimetakrylan bisfenolu A i akrylan 2-etyloheksylu jako gtowne monome-
ry. Kompozyty modyfikowano tlenkiem cynku i siarczanem(VI) miedzi(ll) — nieorga-
nicznymi zwigzkami posiadajacymi potwierdzone literaturowo wilasciwosci przeciw-
drobnoustrojowe. W kolejnym etapie dokonano oceny potencjatu przeciwdrobnoustro-
jowego kompozytow wobec bakterii Gram-ujemnej (Pseudomonas aeruginosa) i Gram-
dodatniej (Staphylococcus aureus).

Wprowadzenie: Tlenek cynku jest jednym z najbardziej znanych i szeroko badanych
materiatdw nalezacych do tlenkow metali. Badania sugeruja, ze jest on bardzo funkcjo-
nalny, z szerokim potencjalem do zastosowania w wielu dziedzinach. Nanoczastki ZnO
o roznych ksztattach charakteryzujg sie odmiennymi wilasciwosciami. Obejmujg one
stabilnoé¢ chemiczng i fotochemiczna, dziatanie przeciwzapalne i korzystny wpltyw na
gojenie sie ran. Tlenek cynku ma zdolnos$¢ filtrowania promieniowania ultrafioletowego,
co pozwala na stosowanie go w $rodkach kosmetycznych lub balsamach przeciwsto-
necznych. Ponadto ma bardzo dobre wiasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze
[1-3]. Siarczan(VI) miedzi(IT) posiada wlasciwosci wysuszajace i biobdjcze. Te cechy
pozwolity na wykorzystanie soli zarowno w wielu aspektach zycia codziennego, jak
i w przemysle. Od dziesigcioleci zwigzek ten stanowi sktadnik preparatow przeciwgrzy-
bowych o wysokiej skutecznoséci. Stosowany jest do zabezpieczania drewna przed cho-
robami, atakze w profilaktyce chorob grzybiczych bydta ikoni. MiedZ jest jednym
z najlepszych materiatlow do pokrywania powierzchni codziennego uzytku, umozliwia-
jacych walke z drobnoustrojami patogennymi [4].

Celem pracy byla synteza kompozytéw ha bazie dimetakrylanu bisfenolu A i akrylanu
2-etyloheksylu z tlenkiem cynku i siarczanem(VI) miedzi(ll). Otrzymane kompozyty
zbadano pod katem ich stabilno$ci termicznej oraz potencjatu przeciwdrobnoustrojowe-
go wobec bakterii Gram-ujemnej (Pseudomonas aeruginosa) i Gram-dodatniej (Staphy-
lococcus aureus).

Czes¢ eksperymentalna: 8,4 g dimetakrylanu bisfenolu A (BPA.DM) i 3,6 g rozcien-
czalnika aktywnego (akrylan 2-etyloheksylu AEH) umieszczono w szklanej zlewce
0 pojemnosci 50 ml. Mieszaning monomeréw umieszczono W komorze grzewczej
w temperaturze 65°C W celu odpowietrzenia. Do mieszaniny dodano odpowiednie ilo$ci
modyfikatora w postaci tlenku cynku lub siarczanu(V1) miedzi(ll), ktére wynosity 1, 5
i 10% wag. Dla poréwnania przygotowano rowniez kompozyt, ktory nie zawieral mody-
fikatora. Zawarto$¢ zlewek wymieszano idodano inicjator UV, ktéorym byt IQ
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(2,2-dimetoksy-1,2-difenyloetan-1-on) w ilosci 1% wagowych dla kompozytu bez do-
datku modyfikatora i dla dodatku 1% modyfikatora, 2% 1Q dla 5% dodatku i 3% 1Q dla
10% dodatku. Mieszaning doktadnie wymieszano i przeniesiono do szklanej formy
o wymiarach 12x10x0,2 cm, sktadajacej si¢ z dwoch szklanych ptytek pokrytych srod-
kiem nieprzywierajacym, pomiedzy ktorymi umieszczono teflonows przektadke. Formy
umieszczono w komorze wyposazonej W lampy rteciowe o mocy 160 W na 30 minut.
Nastepnie kompozyty przeniesiono do komory grzewczej w celu ich dosieciowania
(przez 3 godziny w temperaturze 85°C). Analiz¢ termograwimetryczng (TG/DTG) prze-
prowadzono z wykorzystaniem urzadzenia STA 449 Jupiter F1, Netzsch (Selb, Niemcy)
W nastgpujacych warunkach pomiaru: szybko$¢ ogrzewania, 10°C/min; dynamiczna
atmosfera helu (20 mL/min) w zakresie temperatur 25-600 °C; masa probki — okoto 10
mg; jako odniesienie zastosowano pusty tygiel z tlenku glinu. Na podstawie badan scre-
eningowych, do badan mikrobiologicznych wybrano kompozyty zawierajace 10% wa-
gowych modyfikatora. Jako proby kontrolne wykorzystano probki bez dodatkoéw spe-
cjalnych. Do badan mikrobiologicznych wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych kom-
pozytdw uzyto szczep bakterii Gram-ujemnej: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
a takze bakteriec Gram-dodatnig: Staphylococcus aureus (ATCC 25923). 20 ml sterylne-
go podtoza Mueller-Hinton Agar umieszczono w ptytce Petriego i pozostawiono do
zestalenia. Przygotowano mtoda kulture bakteryjna (24 h) o stezeniu 1,5 x10° CFU/m.
200 mikrolitrow tej zawiesiny przeniesiono na plytke hodowlang 2z podlozem
i rozprowadzono po powierzchni. Na przygotowanych w ten sposob ptytkach umiesz-
czono kompozyty o wymiarach 1xlcm. Hodowle prowadzono przez 24 godziny
w temperaturze 37°C. Po tym czasie kompozyty usunigto i zmierzono strefy zahamowa-
nia wzrostu patogenow wokot fragmentu kompozytu.

Wyniki: Na podstawie danych uzyskanych dla analizy termograwimetrycznej mozna
stwierdzi¢, iz probki zawierajgce tlenek cynku, jak tez modyfikowane siarczanem(VI)
miedzi(IT) rozktadaja si¢ jednostopniowo (rys. 1). Proces rozktadu zachodzi w zakresie
temperatur od 330°C do 470°C, maksimum rozktadu przypada na zakres 380-430°C.
Masa produktu, ktéra pozostala po procesie ogrzewania wahata sie w zakresie 2,73-
16,66%. Wyzsze warto$ci pozostatosci obserwowane byty dla kompozytow zawieraja-
cych CuSO,.

BPA.DM+AEH
BPA.DM+AEH+1%Z00

BPADM+AEH+S%Zn0 I —

BPA.DM+AEH+10%Z00 Ny
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Rys. 1. Krzywe TG/DTG probek zawierajacych tlenek cynku i siarczan(V1) miedzi(ll).

W tabeli 1 przedstawiono skany plytek, bialg strzatka oznaczono strefy zahamowania
wzrostu bakterii wokot powierzchni, na ktorej znajdowat si¢ kompozyt. Zar6wno mate-
rialy bez zawartosci nieorganicznego modyfikatora, jak rowniez te zawierajgce tlenek
cynku i siarczan(VI) miedzi(II) hamowaty wzrost bakterii P. aeruginosa i S. aureus. Dla
kompozytéw stanowiagcych kontrole dziatanie hamujace wzrost byto widoczne jedynie
w miejscu ich kontaktu z komérkami bakteryjnymi. Wigksze strefy zahamowania wzro-

stu byly widoczne w przypadku kompozytow zawierajacych ZnO w kontakcie z bakterig
Gram-ujemna.

Tabela 1. Strefy zahamowania wzrostu patogenow.

Mikroorganizm/ Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
kompozyt

BPA.DM+AEH

BPA.DM+AEH
+10%Zn0O

0.7 cm 0.4cm
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~

BPA.DM+AEH
+10%CuSO,

0.3cm '. 0.1cm

Whioski: W wyniku polimeryzacji UV otrzymano kompozyty skladajace si¢
z dimetakrylanu bisfenolu A i akrylanu 2-etyloheksylu. Badania termograwimetryczne
potwierdzity bardzo dobra stabilno$¢ termiczng kompozytow. Ich rozktad przebiegal
jednostopniowo, w zakresie temperatur 380-430°C. Masy resztkowe produktéw pozosta-
tych po ogrzewaniu wynosza 2,73-16,66%. Materialy kompozytowe wykazywaly wia-
sciwosci przeciwdrobnoustrojowe wobec P. aeruginosa i S. aureus. W przypadku kom-
pozytow modyfikowanych tlenkiem cynku i siarczanem(VI) miedzi(II) widoczne byty
strefy zahamowania wzrostu wokot powierzchni, na ktorej znajdowat si¢ kompozyt.
Mozna stwierdzi¢, iz lepsze wlasciwosci przeciwbakteryjne obserwowane byly
w przypadku bakterii Gram-ujemnych.
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BADANIA POZIOMU CHLOROFILU W CELU OKRESLENIA
WPLYWU BAKTERII ENDOFITYCZNYCH NA ROSLINY

K. LUSZCZAK, K. ZAMLYNSKA, A. CHOMA, UMCS, Wydziat Biologii
i Biotechnologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Fotosynteza jest podstawowym procesem metabolizmu roslin. Zapewnia
roélinie substancje organiczne niezb¢dne do jej wzrostu i rozwoju. Efektywno$¢ fotosyn-
tezy zalezy od czynnikéw zewngtrznych (egzogennych), wewngtrznych (endogennych)
i biotycznych. Wérod czynnikow egzogennych najczeéciej wymienia si¢: natezenie Swia-
tta, temperature, dostepno$¢ wody i dwutlenku wegla. Do endogennych zalicza sie¢ m.in.
strukture liscia, ilo$¢ chloroplastow w tkance asymilacyjnej oraz zawarto$¢ chlorofilu.
Do czynnikéw biotycznych nalezy m.in. obecno$¢ W glebie bakterii stymulujacych
wzrost ro$lin lub/i bakterii chorobotworczych dla roslin — fitopatogenow [1, 2].

Whprowadzenie: Chlorofil to zwigzek organiczny, wystepujacy W roslinach, algach
i bakteriach przeprowadzajacych proces fotosyntezy. Odkryto jego wiele odmian che-
micznych, rdéznigcych si¢ podstawnikami uktadu porfirynowego (od typu a do typu f).
Rosliny zdolne do fotosyntezy oksygenicznej zawsze zawierajg chlorofil a, podczas gdy
u roslin wyzszych wystepuje takze chlorofil b. Czasteczka chlorofilu posiada pigciopier-
$cieniowg porfiryne, zwang feoporfiryng, do ktérej poprzez wigzanie estrowe przytaczo-
na jest reszta fitolu. Za posrednictwem tej reszty chlorofil jest zakotwiczony w btonie
tylakoidu w chloroplascie, gdzie zachodzi faza $wietlna fotosyntezy [3]. Cztery pierscie-
nie pirolowe polaczone sg z atomem magnezu, ktéry m.in. uczestniczy w agregacji cza-
steczek chlorofilu. Dzieki temu utatwione jest przekazywanie energii wzbudzenia po-
migdzy czasteczkami. Uktad wiazan sprzezonych pierscieni pirolowych oraz obecnosé¢
atomu magnezu w centrum porfirynowym sprawiaja, ze chlorofil posiada zdolnos$¢ ab-
sorpcji promieniowania elektromagnetycznego w zakresie $wiatla widzialnego. Pochto-
nigta przez chlorofil energia $wietlna, jest przekazywana do centrow reakcji fotosystemu
I1 (PS 1) i fotosystemu I (PS I). Tam czgsciowo jest wykorzystywana w procesie foto-
syntezy. Pozostata cze$¢ energii jest zuzywana do emisji $wiatla fluorescencyjnego lub
tracona w postaci ciepta [4]. Badanie poziomu chlorofilu w roslinie jest wykorzystywane
do oceny wydajnosci fotosyntezy oraz oceny kondycji danej ro$liny. Jednym
Z najpopularniejszych instrumentéw stosowanych do okre§lania poziomu chlorofilu
a wrodlinie sg fluorymetry, ktore rejestrujg poziom fluorescencji tego zwigzku. Aparat
ten jest przeno$ny, co umozliwia wykonanie nieinwazyjnych i w miare szybkich pomia-
row bezposrednio W srodowisku wzrostu roslin. Dzigki temu, ze chlorofil posiada zdol-
no$¢ absorpcji promieniowania elektromagnetycznego, jego zawarto$¢ w tkankach moz-
na oznaczy¢ metoda spektrofotometryczng. Technika ta nalezy do inwazyjnych metod
laboratoryjnych i wymaga ekstrakcji chlorofilu z tkanki roslinnej za pomoca odpowied-
nich rozpuszczalnikow organicznych [5, 6]. Celem niniejszej pracy jest okreslenie po-
ziomu chlorofilu w lisciach pomidorow, szczepionych wybranymi endofitami z rodzaju
Methylobacterium, nalezacymi do bakterii PGPR (ang. Plant Growth Promoting Rhizo-
bacteria) w stosunku do roslin kontrolnych, ktérych nie zaszczepiono bakteriami.
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Cze$¢ eksperymentalna: W pierwszym etapie badan przeprowadzono do$wiadczenie
doniczkowe. Solalum lycopersicum odmiana Betalux uprawiano w szklarni
w doniczkach 24 dotkowych, wypetionych jatlowa gleba przez okres 6 tyg. W trakcie
uprawy rosliny byty dwukrotnie szczepione (w odstgpach co 2 tygodnie) 1 ml zawiesiny
odpowiedniego szczepu metylobakterii [ODggo zawiesiny byto ustawione na 0,2]. Szcze-
piono Kkolejno: 1. kontrola (H,O); 2. M. Red cyt.; 3. M. C2 Ill soja; 4. M. Revel;
5. M. 124. Do do$wiadczenia zostaty wykorzystane szczepy metylobakterii wyizolowane
przez pracownikow Katedry Genetyki i Mikrobiologii UMCS z brodawek korzeniowych
roélin stragczkowych (Cytisus albus, Soya max, Trifolinum repens) rosngcych w Polsce
wschodniej. Po uptywie 6 tyg. rosliny zebrano i zwazono §wiezg mase pedow i korzeni,
po czym zamrozono W cieklym azocie. W kolejnym etapie badan oznaczono spektrofo-
tometrycznie zawarto$¢ chlorofilu w lisciach pomidora. Z zamrozonych roslin losowo
pobrano fragmenty liSci, 0Suszono izwazono. Przygotowane nawazki roztarto
w mozdzierzu zawierajagcym 95% alkohol etylowy, szczypte CaCOs i korund. Otrzyma-
ny macerat przeniesiono do probéwek wirdéwkowych. Proby wirowano w temperaturze
pokojowej przy 9 000 rpm przez 10 min. Klarowny supernatant przeniesiono do nowych
probowek. Pomiary absorbancji wykonano na czytniku plytek wielodotkowych (96-
dotkow) nanoszac po 150 pl do kazdego dotka. Pomiary wykonano w trzech powtérze-
niach. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 654 nm. Na podstawie otrzymanych
wynikéw wyliczono zawarto$¢ chlorofilu w roslinach [5].

Wyniki: Z doswiadczenia doniczkowego wynika, ze ro§liny pomidora szczepione izola-
tami: Methylobacterium C2111 soja, M. Revel oraz M. 124 posiadaty nieznacznie wyzsza
$rednig $wieza mas¢ pedow W stosunku do roslin kontrolnych. Podczas gdy rosliny
szczepione M. Red cyt. wykazywaly nizszg $wiezg mase pedow W stosunku do roslin
traktowanych M. C2111 soja, M. Revel, M. 124 i kontrolnych (Rys. 1A). Analizujac $wie-
73 mas¢ korzenia zaobserwowano, ze wszystkie rosliny szczepione metylobakteriami
wykazujg nizszg $rednig mase korzenia W poréwnaniu do ros$lin kontrolnych (Rys. 1B).
Na podstawie danych dotyczacych zawartosci chlorofilu W roslinach pomidora, stwier-
dzono, ze ro$liny traktowane wyzej wymienionymi metylobakteriami posiadaja wyzsza
zawarto$¢ tego barwnika w stosunku do ro$lin kontrolnych (Tab.1). Jednak nie widaé
jednoznacznych zaleznosci pomigdzy zawartoscia chlorofilu W roslinach szczepionych
metylobakteriami, a $wiezg masg ich pedow i korzeni. Nalezy wnosi¢, ze wprowadzanie
do gleby bakterii okreslanych jako PGPR (izolaty metylobakterii) nie zawsze prowadzi
do istotnego wzrostu plonéw (tutaj - wzrost masy pomidorow).
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A)

Pomidor Betalux-masa pedoéw

Kontrola b 565
Red Cyt A3
M.C2llIsoja 6,540
Revel , 57923
M.124 k 5839

0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8000 9,000 10,000

Pomidor Betalux-masa korzeni

Kontrola t 139
Red Cyt 77
M.C2llIsoja L ;94T
Revel I S913
M.124 —1636—
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500

Rys. 1. Swieza masa A) pedow i B) korzeni Solanum lycopersicum (pomidor zwyczajny) odmiana Betalux
infekowanych réznymi szczepami metylobakterii.

Tabela 1. Zawarto$¢ chlorofilu w lisciach Solanum lycopersicum odmiana Betalux szczepionych metylobakte-
riami. Wyniki rézniace si¢ statystycznie (przy p=0,05) zaznaczono *.

Nazwa szczepu metylobakterii Usredniona zawarto$¢ +SD
chlorofilu e s
[mg/g $wiczej masy lidci] [mg/g $wiezej masy lisci]

M. C2llIsoja 1,19 0,13

M. Revel 1,44* 0,03

M. Red cyt 1,64* 0,03

M. 124 1,28* 0,03

kontrola 0,98* 0,03

76



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Whioski: Na podstawie otrzymanych wynikow wykazano, ze badane izolaty metylobak-
terii (M. C2llIsoja, M. Revel, M. 124 i M. Red cyt.) zasiedlajace ryzosfere pomidoréw
nie wywieraja znaczgcego wplywu na przyrost masy (wegetacj¢) Solalum lycopersicum
odmiana Betalux. Réwnoczeénie obecno$¢é metylobakterii w srodowisku wzrostu pomi-
doréw powoduje znaczacy wzrost ilosci barwnikow fotosyntetyzujacych w lisciach tych
ro$linach. Wyjasénienie powyzszych wynikow wymaga dalszych analiz.
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SKEAD MIKROBIOLOGICZNY I CHEMICZNY NAPOJU
KOMBUCHA W ZALEZNOSCI OD TEMPERATURY
PROCESU FERMENTACJI

0. KWIATKOWSKA?, 1. JONIK? 1. SADOK? K. RACHWAL? 'KUL, Wydziat
Medyczny, ul. Konstantynéw 1H, 20-708 Lublin, ’KUL, Wydzial Medyczny, Instytut
Nauk Biologicznych, Katedra Chemii, ul. Konstantynéw 1J, 20-708 Lublin, *UP, Kate-
dra Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Cztowieka, ul. Skromna 8, 20-704 Lublin

Abstrakt: Zbadano zmiany sktadu biochemicznego napoju kombucha w zaleznosci od
temperatury prowadzenia procesu fermentacji. Fermentacje napoju prowadzono w trzech
temperaturach przez 14 dni. Probki napoju pobierano wroéznym dniu fermentacji
i wykonano posiewy mikrobiologiczne na trzech podtozach: agar na brzeczce, MRS
i agar odzywczy, aby wyznaczy¢ 0golng liczbe mikroorganizmow. Identyfikacje bakterii
i grzybow drozdzopodobnych prowadzono technika spektrometrii mas z uzyciem de-
sorpcji/ jonizacji laserowej wspomaganej matrycg z analizatorem czasu przelotu (MAL-

DI-TOF MS). Metoda spektrofotometryczng oznaczono catkowita zawartos¢ polifenoli
i flawonoidow.

Woprowadzenie: Fermentacja to jedna z gtéwnych, ale tez najstarszych metod wytwa-
rzania i konserwacji zywnosci. Na proces fermentacji sktadaja si¢ przemiany chemiczne,
obejmujace rozktad zlozonych substancji organicznych na prostsze zwigzki w wyniku
dziatania naturalnie wystgpujacych enzyméw i drobnoustrojow fermentujacych, takich
jak bakterie, drozdze, plesnie [1]. Podczas tego procesu zachodzi wiele istotnych zmian
biochemicznych wplywajacych na poziomy sktadnikow odzywczych i w konsekwencji
na wlasciwosci koncowego produktu [2].

Kombucha jest to stodko - kwasny napdj powstaly w warunkach tlenowych
w wyniku fermentacji stodzonej czarnej lub zielonej herbaty z grzybkiem herbacianym
tzw. ,,SCOBY” (z ang. Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts), czyli symbiotycznej
kultury bakterii i drozdzy [3]. ,,SCOBY” to galaretowata warstwa zawierajaca bakterie
i drozdze osadzone W matrycy polisacharydowej utrzymujacej mikroorganizmy
w bliskim kontakcie z tlenem. Jest to konsorcjum bakterii i drozdzy koniecznych do
przeprowadzenia procesu fermentacji [3-4]. Najczesciej wystepujacym konsorpcjum jest
Acetobacter xylinum (odpowiedzialny za tworzenie celulozy bakteryjnej) z drozdzami
z rodzaju Saccharomyces, np. cerevisiae [3]. Obecne moga by¢ rowniez inne gatunki
bakterii kwasu octowego oraz bakterie fermentacji mlekowej [3,5]. Sktad chemiczny
kombuchy zalezy gtéwnie od kompozycji mikrobiologicznej napoju, a takze ilosci doda-
nego cukru, rodzaju herbaty, czasu fermentacji oraz temperatury w jakiej prowadzony
jest proces. Kazde zmiany warunkdéw prowadzenia fermentacji maja wplyw na sktad
koncowego produktu. Jednakze, na ogélny sklad chemiczny kombuchy sktadaja si¢
kwasy organiczne, witaminy, mineraty, aniony, cukry. [2, 5].

Czes¢ eksperymentalna: W celu przygotowania kombuchy odwazono po 3,5 g liscia-
stej herbaty zielonej i czarnej oraz 100 g cukru. Mieszanke herbat zalano 1 L wrzatku
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i zaparzano przez ok. 60 min. Nastepnie herbate przelano przez sitko do sterylnego po-
jemnika, przykryto przykrywka (bez warstwy bawelnianej) i pozostawiono do ostygnie-
cia. Do nowego pojemnika odlano 800 mL naparu herbaty, wsypano cukier
i wymieszano. Nastepnie dodano 200 mL Kkultury starterowej (kombuchy po poprzedniej
fermentacji), calo$¢ wymieszano i umieszczono grzybek herbaciany. Pojemnik zamknie-
to przykrywka z warstwag bawetiang i prowadzono fermentacj¢ przez 14 dni w cieplarce
laboratoryjnej w trzech temperaturach 17°C, 22°C i 25°C. Do badan wykorzystano probki
napoju kombucha pobrane w 6 (lub 7) oraz w 12 dniu procesu fermentaciji.

Posiewy mikrobiologiczne i wyznaczenie ogdlnej liczby mikroorganizméw. Ogblng licz-
be¢ mikroorganizmow okreslono metoda seryjnych rozcienczen na ptytkach Petriego
z agarem odzywczym, agarem na brzeczce lub agarem MRS. Ptytki inkubowano naste-
pujaco: podtoze MRS: 37°C przez 3 dni, podtoze z agarem na brzeczce: 28°C przez 5 dni,
podloze z agarem odzywczym: 37°C przez 2 dni. Liczbe zywych komorek okre§lono
poprzez obliczenie miana bakterii igrzybéow w oparciu o liczbe wyrostych Kkolonii
i wyrazono W jtk/mL (jtk — jednostki tworzace kolonie).

Oznaczenie catkowitej zawartosci polifenoli (TPC). Krzywa kalibracyjng przygotowano
z wykorzystaniem wodnych roztworéw kwasu galusowego 0 stezeniach w zakresie od
5 do 250 mg/L. W celu pomiaru TPC w napoju kombuchy, 0,3 mL probki odwirowywa-
no przez 6 min (13 200 rpm), a nastgpnie supernatant 4-krotnie rozcienczono woda.
Kolejnym krokiem byto dodanie 1,25 mL 10-krotnie rozcienczonego odczynnika Folina-
Ciocalteu do 125 pL roztworu wyjsciowego i badanych probek. Po 20 min mierzono
absorbancj¢ za pomoca spektrofotometru HITACHI U-2900 (A = 750 nm).

Oznaczenie catkowitej zawartosci flawonoidéw (TFC). Krzywa kalibracyjng wyznaczo-
no zuzyciem roztworéw katechiny na poziomach stezen w zakresie 5-200 mg/L.
Nastepnie, probki napoju (0,5 mL) odwirowywano przez 6 min (13 200 rpm). Kolejnym
krokiem byto dodanie do 125 pL roztworu wyjsciowego i badanych probek po 0,55 mL
wody iinnych odczynnikoéw: 37,5 mL 15% (wag./obj.) NaNO, (odczekano 6 min);
37,5 mL 10% (wag./obj.) AICI; (odczekano 6 min); 0,5 mL 4% (wag./obj.) NaOH (od-
czekano 15 min). Po 27 min zmierzono absorbancje za pomocg spektrofotometru
HITACHI U-2900 (A = 510 nm).

Identyfikacja mikroorganizméw technikq MALDI-TOF MS. Pojedyncze kolonie pobiera-
no z hodowli na podtozu statym i bezposrednio nanoszono na ptytk¢ MALDI. Nastepnie,
kazdy spot z probka pokrywano 1 uL 70% wodnym roztworem kwasu mrowkowego,
apo wyschnieciu dodatkowo 1 pL roztworu matrycy zawierajacej kwas o-cyjano-4-
hydroksy-cynamonowy w rozpuszczalniku organicznym. Do kalibracji spektrometru
uzyto standardu bakteryjnego (Bruker). Ptytk¢ umieszczono w komorze spektrometru
MALDI-TOF/TOF ultraflex firmy Bruker Daltonik GmbH sterowanym z uzyciem opro-
gramowania flexControl (wersja 3,4) rejestrujgc masy w zakresie od 2800 do 20000 Da
(energia lasera: 65-75%). Uzyskane widma mas poréwnywane byly z widmami referen-
cyjnymi dostgpnymi w bazie oprogramowania MALDI BioTyper Compass (wersja 4,1).

Wyniki: Zmiany ogélnej liczby mikroorganizméw na réznych pozywkach
w zaleznosci od dnia i temperatury prowadzenia procesu fermentacji kombuchy zesta-
wiono na Rys. 1. Po inkubacji na podtozu MRS spodziewang grupg drobnoustrojow byty
bakterie kwasu mlekowego. Agar na brzeczce jest podtozem stosowanym do hodowli
glownie grzybow i drozdzy. Natomiast agar odzywczy stosowano do hodowli bakterii
bez specyficznych wymagan, m.in. Gluconobacter.
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Rys. 1. Zmiany liczby kolonii mikroorganizméw na podtozu (A) agar odzywczy, (B) MRS, (C) agar na
brzeczce w zaleznosci od temperatury i dnia fermentacji kombuchy.

Tabela 1. Przyklady zidentyfikowanych bakterii i grzybow drozdzopodobnych w probkach napoju kombucha
technika MALDI-TOF MS.

Numer Opis Kategoria* | Pierwsze najlepsze dopasowanie | Drugie najlepsze dopasowanie
probki
Mikroorganizm WD Mikroorganizm WD
1 17 °C, 6 dzief, (+)B Staphylococcus epider- | 1.8 Staphylococcus 1.76
podtoze AO midis epidermidis
2 17 °C, 6 dzien, +)B Gluconacetobacter 1.72 NWI 1.36
podloze MRS intermedius
3 22 °C, 6 dzien, (++) A Zygosaccharomyces 2.22 | Zygosaccharomyces | 1.93
podioze AB bailii bailii
4 22 °C, 6 dzief, (+) B [Staphylococcus pasteuri| 1.8 NWI 1.54
podtoze MRS
5 25 °C, 6 dzien, ++H A Gluconacetobacter 2.2 NWI 1.33
podtoze MRS intermedius
*(++) A — dobra identyfikacja rodzaju i prawdopodobna identyfikacja gatunkowa, (+) B — prawdopodob-
na identyfikacja rodzaju; AB — podtoze agar na brzeczce; AO — podloze agar odzywczy; NWI — niewia-
rygodna identyfikacja; WD — wskaznik dopasowania

W przypadku pozywki agar odzywczy, najwigksza ogdlng ilos¢ mikroorganizmow wy-
znaczono dla kombuchy fermentowanej w 22°C (6 i 12 dzien fermentacji). Najwicksza
liczbe drozdzy odnotowano w 6 dniu fermentacji w 25°C, ale ich wysoki poziom utrzy-
mywat si¢ rowniez w 12 dniu procesu w 22 i 25°C (Rys. 1C). Na pozywce MRS odno-
towywano podobne zawarto$ci bakterii w6 i 12 dniu fermentacji w22 °C (Rys. 1B).
Natomiast w 25 °C maksymalne najwyzsze warto$ci wyznaczono w 6 dniu fermentacji.
W 17 °C, z reguly obserwowano nizsze ilo$¢ mikroorganizméw nie zaleznie od zasto-
sowanego podtoza. Analiza MALDI-TOF MS nie potwierdzita obecnosci bakterii kwasu
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mlekowego w probkach pobranych z ptytek z podtozem MRS (Tabela 1). Stwierdzono
natomiast obecno$¢ Gluconacetobacter intermedius i Zygosaccharomyces bailii — bakte-
rii i drozdzy typowych dla napoju kombucha. W probkach napoju z fermentacji prowa-
dzonej w 17°C stwierdzono dodatkowo obecnos¢ Staphylococcus epidermidis — pato-
gennej bakterii, ktora w normalnych warunkach kolonizuje skore cztowieka, jednakze
moze stanowi¢ zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci. Infekcje S. epidermidis rzadko
stanowig zagrozenie dla zycia, jednak ich czgstotliwo$é i fakt, ze sg trudne do leczenia,
stanowig powazne obcigzenie dla systemu zdrowia publicznego [6].

Warto$ci TPC byty porownywalne niezaleznie od temperatury prowadzenia fermentacji
i czasu procesu (Rys. 2A). W przypadku TFC z reguty odnotowywano niewielki spadek
poziomu flawonoidow w 12 dniu fermentacji (Rys. 2B). TPC w trakcie fermentacji na-
poju moga by¢ zwigzane z aktywnoscia metaboliczng spolecznosci drobnoustrojow
tworzacych ,,SCOBY™.

m 17C
m 22°C
25°C
7 12

dzien fermentacji dzieri fermentacji

>
w

miany wartosci TPC w stosunku do
zmiana wartosci TFC w stasunku do
kontroli w trzech temperaturach
.

ko

Rys. 2. Zmiany (A) TPC i (B) TFC w napoju kombucha w stosunku do wyj$ciowego naparu herbaty
w zaleznosci od temperatury prowadzenia procesu fermentacji.

Whioski: Wyzsza temperatura procesu fermentacji gwarantuje bogatszy sktad mikrobio-
logiczny i polifenolowy napoju kombucha. Zaobserwowano rowniez zmiany liczebnosci
poszczegdlnych grup mikroorganizméw z czasem fermentacji. Analiza MALDI-TOF
MS potwierdzita obecno$¢ G. intermedius i Z. bailii, ktore sg znanymi i pozgdanymi
czlonkami spotecznos$ci mikroorganizméw w kombuchy. W probkach pochodzgcych
z fermentacji prowadzonej w niskiej temperaturze (17 °C) stwierdzono obecno$é
S. epidermidis, ktora jest bakterig patogenna.
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METODY MOLEKULARNE | MIKROSKOPOWE
W BADANIACH SCIANY KOMORKOWEJ

N. KUTYRIEVA-NOWAK, A. LESZCZUK, A. ZDUNEK, Instytut Agrofizyki im.
Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk, Zaktad Mikrostruktury i Mechaniki
Biomateriatow, ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin, Polska

Abstrakt: Metody molekularne i mikroskopowe odgrywaja wazng role w badaniach
struktur komoérkowych, W tym w analizie architektury $ciany komoérkowej. Sciana ko-
morkowa owocow  sktada si¢  z mikrofibryli  celulozowych  potaczonych
z polisacharydami, biatkami i proteoglikanami. Badania nad interakcjami pomiedzy
sktadnikami $ciany komodrkowej pozwalaja na uzyskanie kluczowych informacji na
temat ich funkcji oraz zachodzacych zmian podczas rozwoju, dojrzewania
i przechowywania owocow. Ze wzgledu na specyficzng strukture tkanek owocowych,
znane metody analityczne wymagaja modyfikacji i dostosowania do charakterystycz-
nych cech badanego materialu. Celem niniejszej pracy bylo zoptymalizowanie technik
biologii molekularnej oraz metod mikroskopowych, ktore mogg postuzy¢ w badaniach
procesow fizjologicznych owocow (Rys. 1). Uzyskano precyzyjne narz¢dzia pozwalajg-
ce na charakterystyke ilosciows i jako$ciowa poszczegdlnych sktadnikow $ciany komor-
kowej w warunkach in situ i ex situ.

in situ

20 WESTERN BLOTTING

ex situ

Rys. 1. Techniki molekularne i mikroskopowe wykorzystywane w badaniach $ciany komoérkowej owocow.
Rysunek wykonano na podstawie pracy [1] z wykorzystaniem narzg¢dzi BioRender.com.
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Woprowadzenie: Sciana komérkowa zbudowana jest z celulozy, polisacharydow i biatek
(w tym biatek arabinogalaktanowych, AGP) [2]. Modyfikacje poszczegdlnych sktadni-
kow $ciany komorkowej majg znaczacy wptyw na zachodzace przemiany fizjologiczne,
wtym na proces rozwoju idojrzewania owocow. Ze wzgledu na ztozony sktad
i strukture $ciany komorkowej, do jej analizy konieczne jest zastosowanie precyzyjnych
narz¢dzi molekularnych i mikroskopowych. Techniki immunocytochemiczne bazujace
na zastosowaniu przeciwcial pierwszo- (Tab. 1) i drugorzedowych stanowig kluczowe
rozwiazanie W jako$ciowej i iloSciowej charakterystyce montazu $ciany komérkowej [3].
Metody ex situ, m.in. technika Western blotting i ELISA, umozliwiaja detekcj¢
i identyfikacje¢ poszczegodlnych epitopow komponentéw $ciany komorkowej. Metody in
situ, takie jak znakowanie immunofluorescencyjne i technika immunoztotowa, pozwala-
ja na wizualizacj¢ dystrybucji sktadnikow $ciany komorkowej na poziomie komorko-
wym (wykorzystujac obrazowanie zuzyciem mikroskopii konfokalnej, CLSM)
i subkomérkowym (wykorzystujac mikroskopie elektronowsa transmisyjng, TEM). Dzia-
tanie wszystkich wymienionych metod opiera si¢ na tworzeniu wigzan pomiedzy anty-
genem a przeciwciatem za$ protokoty technik sktadaja sie z kilka gtéwnych etapow: (1)
preparatyka probki, (2) inkubacja z przeciwciatem pierwszorzedowym, (3) inkubacja
z odpowiednim przeciwcialem drugorzedowym, (4) detekcja sygnatu oraz (5) analiza
danych [1, 4].

Tabela 1. Wybrane przeciwciata pierwszorzgdowe wraz ze struktura znakowanych epitopow [1].

Nazwa przeciwciala Struktura epitopu

JIM13 B-GlcA(1 — 3)-a-GalA(1 — 2)-0-Rha (AGP)
LM1 ekstensyna

LM2 B-D-GIcA (AGP)

LM11 arabinoksylan

LM14 arabinogalaktan typu Il

LM16 ramnogalakturonan typu | (RG-I)

LM19 nieestryfikowany homogalakturonan (HG)
LM20 estryfikowany homogalakturonan (HG)

W niniejszej pracy opisano wybrane modyfikacje preparatyki, niezb¢dne do zoptymali-
zowania protokotéw metod molekularnych i mikroskopowych. Zastosowane zmiany
W procedurach technik immunocytochemicznych pozwalaja na analiz¢ wybranych
sktadnikéw $ciany komorkowej w modelowym materiale badawczym — tkance owocow
pomidora (Solanum lycopersicum L.).

Cze$¢ eksperymentalna: Zastosowanie technik immunocytochemicznych w celu iden-
tyfikacji i wizualizacji poszczegdlnych komponentéw $ciany komérkowej owocow ma
swoje wady i zalety. Gtowna zaleta jest ich wysoka specyficzno$é. Do wad mozna zali-
czy¢ etap przygotowania probki, gdyz wysoki poziom uwodnienia tkanki owocow,
zwlaszcza W stadiach konczacego si¢ procesu dojrzewania, wymusza jej odpowiednie
przygotowanie. W tym celu wykonano utrwalanie w 2% roztworze paraformaldehydu
i 2,5% aldehydu glutarowego, z nastgpnym etapem dehydratacji w serii roztworéw alko-
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holu etylowego (30-99,8%). Etap polimeryzacji probki wymaga zastosowania zywic, np.
zywicy akrylowej. Utrwalone i utwardzone probki poddano sekcjonowaniu, odpowied-
nio na potcienkie (1 um) i ultracienkie (70 nm) skrawki za pomoca ultramikrotomu. Tak
przygotowane probki, osadzone na szkietkach mikroskopowych pokrytych warstwa
polilizyny, badZ osadzone na siatkach niklowych z forwarem poddawano reakcjom im-
munocytochemicznym. Po kluczowym etapie optymalizacji st¢zenia roztworu przeciw-
ciat, tkanki owocow inkubowano z przeciwciatem pierwszorzegdowym (CLSM — 1:50,
TEM — 1:10) oraz wlasciwym do wykorzystywanej metody przeciwciatem drugorzedo-
wym. W technice immunofluorescencyjnej stosowano przeciwcialo sprzezone
z fluorochromem w rozcienczeniu 1:200, a w technice immunoztotowej — przeciwciato
sprzezone Z nanoczastkami ztota, 1:50. Przedstawione stezenia przeciwciatl zostaty od-
powiednio dobrane do analizowanych probek, co pozwolito na uzyskanie wysokiej jako-
sci wizualizacji sktadnikow §ciany komoérkowej w warunkach in situ. Dodatkowo
W technice immunoztotowej przeprowadzono krytyczne kontrastowanie za pomoca oc-
tanu uranylu i cytrynianu otowiu [1].

Metody molekularne opierajg si¢ na badaniach materiatu wyizolowanego z tkanek owo-
coOw. W tym celu wykorzystano zmodyfikowany bufor ekstrakcyjny Laemmliego [5],
zawierajacy 5 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 700 mM §-
merkaptoetanol i inhibitory proteaz. Zastosowanie buforu Laemmliego pozwala na
utrzymanie odpowiedniego pH, sily jonowej i stabilnosci sktadnikow $ciany komorko-
wej, glownie biatek i proteoglikanéw. W tak przygotowanych probkach analizowano
obecnos¢ poszczegdlnych epitopow wykorzystujac techniki immunoblottingu. Przepro-
wadzenie szybkiego testu dot blot pozwolito na dobranie stezen przeciwciat do nastep-
nych analiz poprzedzonych elektroforetycznym rozdziatem probki. W technice Western
blotting zastosowano znaczgco nizsze stgzenie przeciwciat pierwszorzgdowych (1:500).
Dodatkowo zmodyfikowano stgzenia buforu blokujacego z albuming surowicy bydlgce;j
w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wiagzania przeciwciat. Drugg metoda mo-
lekularng pozwalajaca na oznaczenie ilosci epitopéw poszczegdlnych komponentow
$ciany komorkowej owocoOw jest test immunoenzymatyczny ELISA (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay). W celu zoptymalizowania techniki do badan tkanki owocow
wybrano test posredni (ang. indirect ELISA). Procedure rozpoczgto od zmodyfikowane-
go etapu immobilizacji probki do fazy statej (37°C przez 72 godziny), a nastgpnie prze-
prowadzono optaszczenie warstwa przeciwcial. W tym celu zastosowano rozciefnczenie
przeciwciata pierwszorzgdowego 1:20 oraz 1:500 dla przeciwciata skoniugowanego
z enzymem i skierowanego przeciw pierwszorzgdowemu przeciwciatu detekcyjnemu.
Kolorymetryczna detekcja sygnatu, zaleznego od ilosci powstatych wigzan antygen-
przeciwciato, zostata uwidoczniona dzieki reakcji barwnej, zachodzacej pomiedzy sko-
niugowanym z immunoglobulinami enzymom i odpowiednich dla nich substratom (NBT
oraz BCIP).

Wyniki: Otrzymane dane dotyczace cech strukturalnych tkanki owocow pozwolity na
stworzenie detalicznego opisu montazu $ciany komorkowej, z nadrz¢dna rola zwiazko-
wych polisacharydowych. Na uwagg zastuguja rezultaty analiz jednego ze sktadnikow
macierzy zewnatrzkomérkowej — AGP. AGP sg proteoglikanami o swoistej strukturze
molekularnej, charakteryzuja si¢ obecnoécia domeny biatkowej i tancuchéw weglowo-
danowych (okoto 90-95% masy czasteczkowej). AGP maja unikalne cechy, takie jak
obecnos¢ tancuchow arabinogalaktanu typu Il (AG) przylaczonych do rdzenia biatkowe-

84



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

go ztozonego z reszt Hyp, Pro, Ala, Ser i Thr. Dodatkowo, w cze$ci cukrowej odnoto-
wano obecno$¢ reszty ramnozy, fukozy, ksylozy, kwasu glukuronowego oraz kwasu
galakturonowego [7]. Ich specyficzna struktura molekularna i dystrybucja przyczynia si¢
do funkcjonalnej roznorodnosci, konsekwentnie wptywajac na przebieg licznych proce-
sow fizjologicznych, w tym procesu rozwoju i dojrzewania owocow. Badania mikrosko-
powe owocow na roznych stadiach dojrzewania wykazaty, ze W poczatkowym stadium
procesu (ang. breaker) epitopy AGP znajduja si¢ W $cianie komorkowej
W bezposrednim sasiedztwie z btong komoérkowa. Wraz z postepem procesu dojrzewania
(ang. red ripe) okreslono obecnoé¢ badanych epitopéw AGP w calej przestrzeni macie-
rzy zewnatrzkomorkowej, wtym w kompartymentach cytoplazmatycznych. Nalezy
podkresli¢, ze przeprowadzone metody in situ, obok opisu jako$ciowego lokalizacji AGP
wtkance owocow pozwolity na charakterystyke ilosciowa wystgpowania AGP
w owocach. Wykazano najwyzsza zawarto$¢ AGP w poczatkowych stadiach procesu
dojrzewania, tuz po zakonczeniu procesOw rozwojowych owocow oraz degradacje ich
tancuchow cukrowych wraz z postepujacym procesem dojrzewania [6]. Analizy ex situ
tkanek owocow unaocznity liczne zmiany w strukturze molekularnej AGP. Potwierdzo-
no najwyzszg zawarto$¢ epitopow LM2 (B-D-GlIcA), przy istotnie mniejszej ilosci epito-
poéw LM14 (AG). Ponadto, analizy molekularne wykazaty zalezno$¢ pomigdzy stadium
procesu a sktadem tancuchéw cukrowych AGP. Na podkreslenie zastluguje znaczny
spadek wartosci mas molekularnych AGP, od 150-120 kDa w stadiach inicjacji procesu
dojrzewania do 20-25 kDa w owocach w peini dojrzatych. Stwierdzajac wyraznie prze-
wazajaca obecnos¢ AGP o niskiej masie molekularnej potwierdzono ich deprecjacje
w koncowych etapach procesu dojrzewania. Na podstawie uzyskanych wynikow
z zastosowaniem przeciwciat JIM13, JIM15, LM2 oraz LM 14 niskoczasteczkowe pasma
uznano za marker finalizacji procesu dojrzewania [6].

Whioski: Techniki immunocytochemiczne daja mozliwo$¢ precyzyjnej oceny zmian
molekularnych i strukturalnych, zaréwno w analizach in situ, jak iex situ. Dokonane
modyfikacje metodyczne pozwolity na wykonanie kompleksowych, ukierunkowanych
badan sktadnikow $ciany komorkowej owocdéw podczas procesu dojrzewania. Uzyskane
wyniki stanowia bezsprzecznie cenne informacje mogace stanowi¢ uzupetnienie danych
uzyskiwanych z uzyciem standardowych metod biochemicznych.

Badania finansowane =z projektu SONATA16 Narodowe Centrum Nauki
(nr 2020/39/D/NZ9/00232).
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ZASTOSOWANIE DNAZYMOW A AKTYWNOSC
PEROKSYDAZY W BADANIU ODDZIALYWAN
G-KWADRUPLKES/LIGAND

M. KASSEM, A. GLUSZYNSKA, J. KOSMAN, Uniwersytet im. Adama Mickiewi-
cza, Wydziat Chemii, Zaktad Chemii Bioanalitycznej, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8,
61-614 Poznan

Abstrakt: Obiektem przedstawionej pracy byty kompleksy G-kwadrupleksow z hemina,
tworzagce DNAzym o aktywno$ci peroksydazy chrzanowej. Wykorzystujac zdolnosé
DNAzymow do katalizowania reakcji pomigdzy chromogennym substratem
a nadtleniem wodoru, zbadano zdolnos$¢ innych ligandow do wiagzania si¢ z struktura
G-kwadrupleksu i wypierania heminy, co skutkowato obnizeniem aktywno$ci DNAzy-
mu. Metoda ta moze =zosta¢ wykorzystana W badaniu oddziatywan ligandow
z strukturami G-kwadrupleksow.

Whprowadzenie: Struktury zwane G-kwadrupleksami od wielu lat stanowig obiekt wielu
badan. Powstaja one na sekwencjach kwaséw nukleinowych bogatych w reszty guano-
zyny. Cztery reszty guanozynowe tworza migdzy sobg wigzania wodorowe typu Hoog-
stena, tworzac G-tetrade. Co najmniej dwie, cho¢ najczesciej trzy G-tetrady w strukturze
G-kwadrupleksu sg dodatkowo stabilizowane oddziatywaniami warstwowymi. Struktura
G-kwadrupleksu jest dodatkowo stabilizowana przez kation metalu (najczesciej potasu).
Wolne odcinki nici tworzac petle, oplataja stos tetrad, stanowigcych rdzen catej struktu-
ry.[1] W zaleznosci od ilosci czgsteczek DNA, rodzaju petli, kierunku nici, mozliwe jest
tworzenie réznorodnych topologii, ktore podzieli¢ mozna na rownolegle, antyrownolegte
i hybrydowe struktury G-kwadruplekséw. G-kwadrupleksy mogg wigzaé si¢ zZ réznymi
czasteczkami, ktore nazywamy ligandami. Ligandy sktadaja si¢ gtdéwnie z czgéci aroma-
tycznej oraz tancuchow bocznych o tadunkach dodatnich. Cze$¢ aromatyczna znacznie
lepiej oddziatuje z powierzchniag G-4, natomiast dodatni tancuch dobrze oddziatuje
zujemnie natadowanym szkieletem DNA. Ligandy moga wigzaé si¢ z struktura
G-kwadrupleksy w r6zny sposob. Czasteczka moze wnikaé¢ do rowkéw G-4, naktadaé
si¢ od gory G-tetrady (oddziatywanie typu ,,end-stacking”) lub oddziatywa¢ z nicia [2].
W badaniach oddziatywania ligandu z G-kwadrupleksem nalezy wyznaczy¢ stata trwa-
osci powstatego kompleksu. Mozna do tego zastosowa¢ metody bezposrednie, jak mia-
reczkowanie spektrofotometryczne czy miareczkowanie spektrofluorymetryczne. Jednak
nie wszystkie zwigzki wykazuja fluorescencje lub majg intensywne pasmo absorpcji
w zakresie widzialnym. Jesli, wiec mamy do czynienia z takim ligandem, konieczne jest
uzycie metod posrednich. W przedstawionej pracy badam oddziatywania pomigdzy
G-kwadrupleksem, a heming, wykorzystujac metodg¢ posrednia, bazujaca na DNAzy-
mach. Wykazano, ze struktura G-kwadrupleksu, tworzy kompleks z czasteczka heminy,
za pomocg oddziatywania ,.end stacking”. Oznacza to, ze atomy tlenu reszt guanozyn
oddziatuja z atomem zelaza, znajdujacego si¢ W czasteczce heminy. Tym samym zwigk-
szaja jego aktywno$¢ enzymatyczng. Aktywnos$¢ peroksydazowa calego uktadu, jest
tym wyzsza, im lepsze jest oddziatywanie pomiedzy G-4, a heming. W czasteczce hemi-
ny atom zelaza jest zwigzany wigzaniem koordynacyjnym z atomem chloru, natomiast
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drugie miejsce jest wolne. Przylacza si¢ do niego czasteczka H,0,.[3] Tak powstaty
kompleks moze uczestniczy¢ w procesach utleniania i redukcji. Metoda opisana w tej
pracy, polega na dzialaniu DNAzymem na substrat chromogenny, jakim jest kwas
2,2'-azyno-di-[3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy] (ABTS). W obecnosci H,0,, docho-
dzi do utlenienia ABTS?, do anionu rodnikowego ABTS", ktéry ma intensywne zabar-
wienie i maksimum absorbcji obserwowane przy 414 nm. Po dodaniu potencjalnego
liganda, bedzie on konkurowatl z heming o miejsce wigzania z G-kwadrupleksem. Spo-
woduje to spadek intensywnos$ci zabarwienia, jako konsekwencja spadku intensywnosci
utleniania ABTS. [4] Na rysunku 1 przedstawiono pogladowy schemat dziatania metody
wykorzystanej w niniejszej pracy. W ponizszej pracy przedstawi¢ wstepne wyniki badan
aktywnosci peroksydazowej DNAzymow W obecnosci roznych ligandow zdolnych do
konkurowania z czasteczka heminy.

ABTS*
H,0,

ABTS"
H,0

Rys. 1. Schemat dziatania metody wypierania heminy przez ligand z kompleksu G-kwadrupleks/hemina.
W nieobecnosci ligandu kompleks G-kwadrupleks/hemina katalizuje reakcje¢ pomigedzy ABTS i nadtlenkiem
wodoru. W obecnosci ligandu nastgpuje wyparcie heminy przez ligand i powstaty kompleks nie wykazuje
aktywnosci katalitycznej i nie jest obserwowane utleniania ABTS.

Czes¢ eksperymentalna: Badania przeprowadzono dla trzech sekwencji wymienionych
w tabeli 1. Jako ligandow uzyto heminy, zakupionej w Sigma Aldrich, oraz zwigzkoéw
zsyntezowanych przez prof. UAM dr. hab. Agat¢ Gluszynska okreslonych skrotami:, AG
oraz ER, opisanych wartykule opublikowanym przez A. Gluszynsks
i wspotpracownikow [5].
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Tabela 1. Sekwencje wykorzystane w badaniach.

Nazwa sekwencji Topologia sekwencji Sekwencja

CatG4 rownolegta 5’-TGGGTAGGGCGGGTTGGGAAA-3’
PS2.M mieszanina topologii 5’-GTGGGTAGGGCGGGTTGG-3°

HT22 hybrydowa 5’ AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 3’

Mieszaniny buforu, chlorku potasu, heminy oraz odpowiedniej sekwencji, poddano
podgrzewaniu przez 5 minut w temperaturze 95°C. Nastepnie roztwory chlodzono 15
minut w lodzie i 15 minut w temperaturze pokojowej. W kolejnych krokach dodano
ligand AG lub ER i inkubowano 30 minut w temperaturze pokojowej. Po dodaniu sub-
stratu chromogennego, ABTS, przeniesiono roztwory na ptytke. Pomiary aktywnosci
enzymatycznej badanych uktadéow dokonano na czytniku mikroptytek (Tecan M200)
w 96-dotkowych transparentnych mikroptytkach (Corning).Intensywno$¢ absorbancji
rejestrowano w czasie 600s w odstgpach co 10s przy dtugosci fali 414 nm, Przed pomia-
rem do dotkow zostat dodany H,0, korzystajac z dyspensora automatycznego.

Wyniki: Wykresy przedstawione na rysunkach 1 i2 obrazuja maksima absorbcji po
uptywie 15 minut reakcji utleniania ABTS katalizowanej przez DNAzym w obecnosci
liganda AG lub ER. Do dotkéw aparat zaaplikowat roztwor H,0, i dokonywal pomiaru
co 10 sekund. W przypadku roztworu samego buforu aktywnos¢ jest znikoma. Hemina
sama w sobie wykazuje niewielkg aktywno$¢ peroksydazows, dlatego jej sygnatl jest
troch¢ wyzszy niz ten odpowiadajacy roztworowi buforu. W badaniu wykorzystano
sekwencje, tworzace G-kwadrupleksy o topologii rownoleglej (CatG4), sekwencje
0 tworzaca mieszaning topologii (PS2.M) oraz o topologii hybrydowej (HT22). Prze-
prowadzono proby z dodatkiem liganda AG oraz ER. Najwigksza absorbancje zauwazo-
no w przypadku sekwencji CatG4. DNAzym, tworzony przez sekwencje HT22, wyka-
zywal najnizszy sygnal. W jego przypadku, sygnat byt tak staby, ze konieczne bylo
podwyzszenie stezenia DNA oraz heminy z 1uM do 3uM. Jesli chodzi o PS2.M, to ab-
sorbancja byta nizsza niz w przypadku CatG4, ale ponad trzykrotnie wyzsza niz
w przypadku HT22.

Ligand AG oraz ER maja zdolno$¢ do wypierania heminy z kompleksu
G-kwadrupleks/hemina. Stezenie ligandu wynosito kolejno 0,10 uM; 0,25 uM; 0,50 uM;
1,00 uM; 2,00 uM; 3,00 uM; 4,00 uM; 5,00 uM. Na Rysunku 2 i 3 przedstawiono po-
roOwnanie warto$ci absorbancji maksymalnej rejestrowanej po 15 minutach od dodatku
nadtlenku wodoru dla wszystkich trzech sekwencji i obu ligandow. W przypadku niz-
szych stezen liganda (0,10-0,50 uM) absorbancja nie ulegata znacznym zmianom. Efekt
ten byt obserwowany dla wszystkich badanych warunkéw. Wraz ze wzrostem stgzenie
AG lub ER obserwowany byt spadek absorbancji. Jest to spowodowane wypieraniem
heminy z kompleksu przez ligandy, a to skutkuje spadkiem aktywno$ci peroksydazowej
i zmniejszeniem intensywnosci utleniania ABTS. Widoczne jest, ze nawet przy 5 krot-
nym nadmiarze liganda w stosunku do heminy spadek aktywnosci nie jest az tak znacz-
ny. To potwierdza, ze hemina ma wigksze powinowactwo W stosunku do G4 niz AG
i ER.
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Rys. 2. Maksymalna absorbancja uzyskana po 15 min reakcji utleniania ABTS katalizowanej przez DNAzymu

z dodatkiem ligandu AG w zakresie 0,1 — 5,0 uM. A-CatG4, B- HT22, C- PS2.M.
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Rys. 3. Maksymalna absorbancja uzyskana po 15 min reakcji utleniania ABTS katalizowanej przez DNAzymu

z dodatkiem ligandu ER w zakresie 0,1 — 5,0 pM.. A-CatG4, B- HT22, C- PS2.M.

Whioski: W przedstawionych badaniach wykazano, ze DNAzymy o aktywnos$ci perok-
sydazowej tworzone przez kompleks G-kwadrupleks/hemina moga byé stosowane
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w badaniach oddziatywan z innymi ligandami dla G-kwadruplekséw. W badaniach wy-
korzystano dwa ligandy, o potwierdzonej zdolno$ci do oddziatywania z strukturami
G-kwadrupleksu. Oba ligandy zdolne byly do wypierania heminy z kompleksu z
G-kwadrupleksem, co przektadato si¢ na zmniejszong aktywnos$¢ peroksydazowa
w reakcji z chromogenicznym substratem ABTS. Metoda ta w dalszych krokach zostanie
przebadana na wickszej ilo$ci ligandow. Opracowana metoda zwigkszy repertuar metod
posrednich stuzacych do badan oddziatywan G-kwadrupleks-ligand.
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METODY OZNACZANIA WRAZLIWOSCI NA ANTYBIOTYKI

D. JAGLENIEC, J. KUTKOWSKA, UMCS, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Kate-
dra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Skuteczno$¢ terapii stosowanych W leczeniu pacjentow z infekcjami bakte-
ryjnymi wymaga starannego doboru antybiotykoéw w oparciu o testy mikrobiologiczne
oraz okreslenia in vitro poziomu wrazliwoséci lub opornosci badanych izolatow na anty-
biotyk. Oznaczanie wrazliwos$¢ na antybiotyki pozwala na okreslenie zdolnosci srodkow
przeciwdrobnoustrojowych do hamowania wzrostu mikroorganizméw. Jest waznym
etapem diagnostyki bakteriologicznej i ma kluczowe znaczenie w powodzeniu antybio-
tykoterapii.

Whprowadzenie: Powaznym zagrozeniem zdrowia publicznego na catlym $wiecie jest
wzrastajgca oporno$¢ bakterii na $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Szybkie i doktadne
wykrycie szczepu lekoopornego i dobdér odpowiednich lekéw we wiasciwym stezeniu
jest istotne w zapobieganiu rozprzestrzenienia si¢ tego niebezpiecznego zjawiska. Naj-
czgsceiej stosowanymi metodami okreslania antybiotykowrazliwo$ci sg: metoda krazko-
wo-dyfuzyjna (metoda Kirby-Bauera), oznaczanie minimalnego st¢zenia hamujgcego
wzrost (MIC) metoda mikrorozcienczen w bulionie oraz metody zautomatyzowane.
Oporno$¢ mikroorganizméw jest jednym z powazniejszych problemoéw, z ktorymi si¢
stykaja stuzby zdrowia na $wiecie. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang.
The World Health Organization) antybiotykoopornos¢ prowadzaca do wzrostu zachoro-
walno$ci i $§miertelno$ci jest problemem globalnym. Pandemia SARS-CoV-2 spowodo-
wala poglebienie si¢ problemoéw zwiazanych z opornoscia bakterii na $rodki przeciw-
drobnoustrojowe. Mechanizmy antybiotykoopornosci mogly sie rozwingé przez nad-
mierne i niewlasciwe stosowanie antybiotykdéw, nieodpowiedni czas ich podawania -
zbyt dtugi lub za krotki, dlugie pobyty pacjentow w szpitalach oraz stosowaniem lekow
immunosupresyjnych. W celu wykrycia wrazliwosci danego drobnoustroju na leki sto-
sowane sg roznorodne metody laboratoryjne. Metody te mozna podzieli¢ na fenotypowe,
molekularne oraz na spektrometri¢ mas. Metodami fenotypowymi sg: metoda dyfuzyjno-
krazkowa, metoda seryjnych rozcienczen, metoda dyfuzji gradientowej oraz coraz czg¢-
$ciej metody zautomatyzowane [3, 4]. Metoda dyfuzyjno-krazkowa jest prosta, doktadna
i powtarzalng technika oznaczania lekowrazliwosci. Plytki z agarem Mueller-Hintona sa
inkoulowane zawiesing badanego szczepu o zmgtnieniu wynoszacym 0,5 w skali McFar-
landa. Nastgpnie na powierzchni agaru umieszcza si¢ krazki bibuty nasaczone srodkami
przeciwdrobnoustrojowymi W odpowiednich stezeniach. Plytki sa inkubowane
w optymalnej temperaturze dla wzrostu badanego drobnoustroju przez 16-24 h [1]. Pod-
czas inkubacji badany zwiazek dyfunduje z krazka do agaru. Zahamowanie wzrostu
bakterii jest widoczne w postaci przejasnien wokot krazka. W oparciu o poréwnanie
$rednicy strefy hamowania z referencyjnymi patogen mozna sklasyfikowaé jako wrazli-
wy, $rednio wrazliwy lub oporny na antybiotyk. Metoda ta jest metoda jako$ciowa, ktora
okresla fenotyp opornosci badanego szczepu ipozwala na dobor antybiotykéow oraz
wdrozenie terapii celowanej. Zaletg tej techniki jest niski koszt oraz szybka mozliwo$¢
testowania duzej liczby mikroorganizméw i $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych oraz
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fatwo$¢ interpretacji uzyskanych wynikéw [3]. Metody seryjnych rozcienczen (w podto-
zu agarowym lub pltynnym) oraz metody gradientowe pozwalaja na okreslenie minimal-
nego stgzenia antybiotyku (MIC, ang. minimum inhibitory concentration) hamujacego
wzrost bakterii. W metodzie mikrorozcienczen seryjne rozcienczenia antybiotyku przy-
gotowuje si¢ W podlozu ptynnym na ptytkach mikrotitracyjnych (96-dotkowych),
a nastepnie dodaje si¢ inoculum bakterii i inkubuje w temperaturze optymalnej dla bada-
nego izolatu. Zahamowanie wzrostu drobnoustrojow jest odczytywane wizualnie (zmet-
nienie) lub automatycznie. Warto§¢ MIC jest okreslana jako najnizsze stezenie leku,
ktore catkowicie hamuje wzrost bakterii [3]. Zaleta metody mikrorozcienczen jest wyge-
nerowanie wyniku iloSciowego, powtarzalnos¢ metody oraz oszczednos¢ odczynnikow,
ktore wynikaja z miniaturyzacji testu, a mozliwos¢ stosowania automatycznych czytni-
kow ptytek znacznie utatwia odczytanie wynikéw. Glowna wada metody jest nieela-
styczno$¢ w doborze lekow [1]. Metoda dyfuzji gradientowej (E-testy) jest potaczeniem
metody rozciefczen z metoda dyfuzji, ktora pozwala W sposob szybki i prosty okresli¢
wartosci MIC. Stosowane sg W niej paski nasgczone gradientem st¢zenia srodka prze-
ciwdrobnoustrojowego, na ich powierzchni znajduje si¢ podziatka z kolejnymi stezenia-
mi antybiotyku. Ptytki agarowe sg inokulowane badanym mikroorganizmem, a nastepnie
na powierzchni¢ naktadany jest pasek gradientowy. Po inkubacji testy sg odczytywane,
na podstawie odczytu stezenia z podziatki wyznaczana jest wartos¢ MIC na granicy
przeciecia strefy zahamowania wzrostu (ksztatt elipsy) z paskiem testowym [1, 3]. Me-
tody automatyczne wprowadzone w wielu laboratoriach klinicznych
i mikrobiologicznych w duzym stopniu zwigkszyly ich wydajnos$¢, skrocity czas analizy
i zmniejszyly koszty. Stosowanymi systemami testowymi sa VITEK 2, MicroScan Wal-
kAway i Phoenix system. Urzadzenia te wykorzystuja systemy optyczne do pomiaru
niewielkich zmian, okre$lajg wzrost bakterii i wrazliwos$¢ na $rodki przeciwdrobnoustro-
jowe [4]. Automatyczny system VITEK 2 (firmy Biomerieux) stuzy do identyfikacji
(ID) i okreslania lekowrazliwosci (AST) drobnoustrojow. Sktada si¢ z 64-dotkowych
ptytek plastikowych tzw. kart VITEK® 2 ID/AST o rozmiarze karty kredytowej, ktore
zawierajg od 17 do 20 $rodkow przeciwdrobnoustrojowych ipozywke testowq.
Po wstepnej izolacji badanego drobnoustroju przygotowywane inokulum jest wktadane
do kasety VITEK®2, ktora nastgpnie umieszcza si¢ W komorze napetniajacej. Pozniej
kaseta przenoszona jest do modutu inkubacyjnego, inkubacja iodczyt odbywajg si¢
automatycznie. System umozliwia badanie szybko rosnacych bakterii tlenowych Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych oraz Streptococcus pneumoniae. Wyniki zawierajace MIC
i kategori¢ wrazliwo$ci uzyskiwane sa w ciagu 4-18 godzin [1, 4, 6]. W systemie Mi-
croScan WalkAway (firmy Beckman Coulter) stosowane sg standardowe ptytki do mi-
krorozcienczen, ktére sa recznie nawadniane, inkulowane badanym mikroorganizmem,
a nastgpnie umieszczane W inkubatorze. Urzadzenie inkubuje ptytki przez okre$lony
okres i okresowo wykonuje pomiary za pomocg fotometru Iub fluorometru. System ten
umozliwia identyfikacje bakterii i oznaczanie wrazliwosci na $rodki przeciwdrobnou-
strojowe (ID/AST) [1]. BD Phoenix system (firmy BD) jest przeznaczony do identyfika-
¢ji drobnoustrojow i oceny ich lekowrazliwosci. Posiada on 99 paneli testowych, ktore
maja 84-dotki przeznaczone do rozcienczen i inokulacji wykonywanych recznie.

Zasada okreslania antybiotykowrazliwosci opiera si¢ na zastosowaniu wskaznika utle-
niania iredukcji (barwnik resazurynowy lub biekit Alamara) iwykrywaniu wzrostu
bakterii w obecnoséci roznych stezen $rodka przeciwdrobnoustrojowego. Urzadzenie
dokonuje automatycznego odczytu w odstgpach 20-minutowych podczas inkubacji trwa-
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jacej do 18 godzin. W 2014 roku wprowadzono nowy panel badania wrazliwo$ci bakterii
Gram-ujemnych system Phoenix do stosowania w potaczeniu z BD Bruker MALDI-TOF
[1, 4, 7]. Metody molekularne pozwalajg bezposrednio wykrywa¢ geny opornosci, muta-
cje tych genoéw oraz ich ekspresj¢. Sa metoda alternatywa lub uzupelnieniem metod
konwencjonalnych, sg znacznie szybsze niz klasyczne testy, poniewaz wyniki moga by¢
juz otrzymane po uptywie godziny. Wigkszo$¢ metod nalezy do jednej z trzech kategorii,
ktére odpowiednio sg oparte na: reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, ang. Polymeraze
Chain Reaction), hybrydyzacji lub na sekwencjonowaniu [4]. Technika PCR jest najcze-
$ciej wykorzystywana metodg do wykrywania specyficznych gendw oporno$ci na anty-
biotyk, pozwala na wykazanie obecnosci danego genu lub jego braku. Opracowano testy
multipleksowe do jednoczesnego badania wielu determinant genetycznych u réznych
gatunkoéw bakterii. Jedna z najbardziej rozpowszechnionych metod jest PCR w czasie
rzeczywistym (qPCR, ang. quantitative polymerase chain reaction), ktéra umozliwia
doktadne okreslenie liczby kopii genu w analizowanej probie. Metoda ta, mimo wyz-
szych kosztow w porownaniu do klasycznego PCR, ma kilka zalet tj. pomiar danych
W czasie rzeczywistym, wigksza czuto$¢ oraz mniejsze ryzyko przeniesienia zanieczysz-
czenia. Wadg natomiast jest to, ze nie dostarcza informacji o mechanizmie opornos$ci
oraz wymaga wczesniejszej hodowli, czyli nie mozna uzy¢ pierwotnych probek klinicz-
nych. Do identyfikacji obecnosci specyficznych kwasow nukleinowych sg wykorzysty-
wane mikromacierze DNA. Kazde pole plytki zawiera znang sekwencj¢ DNA tzw. son-
de, unieruchomiong na powierzchni. Dzieki hybrydyzacji sond z badanym materiatem
genetycznym mozliwe jest ilosSciowe wykrywanie danych sekwencji DNA. Technika ta
wymaga wyznakowania (fluorescencyjne, chemiluminescencyjne) wyizolowanego
z patogenu DNA, ktore nastepnie ulega hybrydyzacji z sondami DNA na macierzy. Me-
toda ta pozwala na jednoczesne wykrywanie réznych patogenow i réznych gendéw opor-
nosci, a takze odrebnych mechanizmow oporno$ci W przeciwienstwie do metod opartych
na PCR.

Zalety obecnie dostepnych metod molekularnych to: bezposrednios¢, szybkos¢, wysoka
czutos¢ i specyficznosé. Ponadto do badah mozna uzy¢ bezposrednio probki klinicznej,
w przypadku niektérych metod. Jednak obecno$¢ markera opornosci, nie zawsze wspot-
wystepuje z opornosécig fenotypowa. Kolejnym minusem tej metody jest wykrywanie
tylko znanych gendéw opornosci, pomijajac pojawianie si¢ nowych mechanizméw, co
moze prowadzi¢ do falszywie ujemnych wynikéw i niewlasciwej klasyfikacji izolatow
jako wrazliwych. Ponadto metody genetyczne nie umozliwiaja okreslenia wartosci MIC
[4]. Wykrycie wszystkich gendw, bioracych udzial w mechanizmie opornosci na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe, umozliwitoby zastosowanie sekwencjonowania catego geno-
mu (WGS, ang. whole genome sequencing). Pomogloby to w stworzeniu baz danych
z czynnikami opornosci dla danych gatunkéw oraz umozliwitoby wykrywanie opornosci
in silico. W niektérych przypadkach dane uzyskane z metod stosujgcych sekwencjono-
wanie sg skorelowane z danymi uzyskanych za pomoca fenotypowych testow wrazliwo-
$ci. Jednak WGS nie jest powszechnie wykonywany, z kilku wzgledéw, m.in. z powodu
istnienia nieznanych mechanizméw opornosci oraz wyzszego Kosztu w poréwnaniu
z tradycyjnymi technikami [4]. Metoda spektrometrii masowej MALDI-TOF (Matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry) jest to spektrome-
tria mas z laserowa jonizacjg probki, mierzony jest W niej czas przelotu za pomoca de-
tektora. Zaletg tej metody jest to, ze jest szybsza niz konwencjonalne. Moze by¢ stoso-
wana do wykrywania dowolnego mechanizmu opornosci na antybiotyki, przez optymali-
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zacj¢ wzrostu drobnoustrojéw W obecnosci antybiotykow. Gdy mikroorganizmy sg in-
kubowane z antybiotykami, w pozywce sa zawarte znakowane izotopowo aminokwasy.
Szczepy oporne i rosnace sa W stanie wykorzysta¢ aminokwasy z podtoza. Dzigki temu,
W czasie badania ujawniane sa piki profilu biatkowego dla wrazliwych i opornych mi-
kroorganizméw [5].

Whioski: Wdrozenie celowanej terapii przeciwdrobnoustrojowej w oparciu o doktadne
testy oznaczania lekowrazliwos$ci jest kluczowe w leczeniu choréb zakaznych. Pomimo
wielu niedoskonato$ci metod fenotypowych, takich jak metoda dyfuzyjno-krazkowa
i rozcienczen W bulionie, ich zastosowanie jest wymagane w praktyce klinicznej w celu
uzyskania prawidlowych wynikow zgodnie ze standardami protokotow EUCAST
i CLSI. Metody molekularne sg szybkie, wydajne i niezawodne, a takze charakteryzuja
si¢ wysoka swoistoscig I czutoSciag. Niemniej jednak nie sg one powszechne
w rutynowych analizach mikrobiologicznych. MALDI-TOF MS wydaje sie by¢ wysoce
specyficznym systemem, ktory pozwoli skroci¢ czas analizy. Jednak metoda ta nie zosta-
ta jeszcze opracowana dla wszystkich gatunkow patogendw i srodkow przeciwdrobnou-
strojowych, a koszty zakupu systemu i jego utrzymania sg wysokie. Dlatego dalsze udo-
skonalanie obecnie stosowanych i nowatorskich metod oznaczania wrazliwos$ci na anty-
biotyki jest konieczne wcelu przyspieszenia uzyskania iopracowania wynikéw
w laboratoriach mikrobiologii klinicznej.

Literatura:

1.J. H. Jorgensen, M. J. Ferraro, Infectious Diseases Society of America (IDSA), 49 (2009) 1749.

2. L. LaPierre i in., Laboratory Guide: Methodologies for Antimicrobial Susceptibility Testing, APEC, Singa-
pur 2020.

3. M. Balouiri i in., J. Pharm. Analysis (JPA), 6 (2016) 71.

4. 1. Gajic i in., Antibiotics, 11 (2022) 427.

5. T-Y. Houiin., J. Food. Drug. Analysis (JFDA), 27 (2019) 404.

6. https://www.biomerieux.pl/mikrobiologia-0

7. https://www.bd.com/resource.aspx?IDX=29254

94



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

SKRINING GRZYBOW PSYCHROFILNYCH W REAKCJACH
KATALIZOWANYCH PRZEZ LIPAZY

S. GRABA!, N. JASZEK?, A. BATYRA!, M. KUTYLA? M. TRYTEK? 'UMCS,
Studenckie Koto Naukowe Mikrobiologow ,,Bakcyl”, Wydziat Biologii i Biotechnologii,
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Abstrakt: Grzyby psychrofilne to organizmy, ktoére wyksztalcity zdolnos¢ do zycia
w niskich temperaturach. Organizmy te petnig w ekosystemach szczeg6lng role w obiegu
sktadnikéw odzywczych ze wzgledu na wydzielanie termostabilnych enzyméw. Enzymy
pochodzace z grzybow psychrofilnych wykazuja wysoka aktywnos¢ w obnizonych tem-
peraturach, co jest wysoce korzystne z ekonomicznego punktu widzenia. Przeprowadza-
nie z ich udziatem réznych proceséw prowadzi do zmniejszenia finansowych oraz ener-
getycznych naktadéw zwlaszcza w reakcjach przeprowadzanych na duza skale. Lipazy
to enzymy hydrolityczne, istotne w wielu galeziach przemystu za sprawg katalizowa-
nych przez nie reakcji. W srodowisku bezwodnym lipazy odpowiadaja za katalize takich
reakcji, jak aminoliza, epoksydacja czy estryfikacja. Celem przeprowadzonych badan
byta ocena aktywnosci biokatalitycznej wybranych szczepow grzybdéw psychrofilnych
wyizolowanych z gleby pochodzacej z arktycznej tundry w reakcjach katalizowanych
przez lipazy. Uzyskane wyniki wskazuja, ze szczepy 59, 36, 18, 96 oraz 85 moga zna-
lez¢ zastosowanie W procesach na skale przemystowa ze wzgledu na wysoka aktywnosé
katalityczng.

Whprowadzenie: Nasza planeta sktada si¢ blisko W 85% ze $rodowisk zimnych, ktorych
temperatura stale lub sezonowo oscyluje w warto$ciach ponizej 5°C [1]. W zwiazku
z tym, liczne organizmy zamieszkujace tego typu biosfere wyksztatcity unikalne cechy
umozliwiajace im przetrwanie W tak skrajnych warunkach. Organizmy zywe, ktore przy-
stosowaly sie do zycia W niskich temperaturach okreslane sg jako organizmy psychrofil-
ne [2]. Optymalna temperatura dla wzrostu tych organizmow to wartosci nizsze lub
réwne 15°C, za§ maksymalna to 20°C [3]. Wsrdd psychrofili znajdziemy wiele gatun-
kow grzybow, o cechach budzacych ogromne zainteresowanie wsrod naukowcow
Z calego $wiata. Grzyby psychrofilne pelniag w ekosystemach szczegdlng rolg w obiegu
sktadnikéw odzywczych ze wzgledu na wydzielanie enzymow, wsrod ktorych znajduja
si¢ migdzy innymi lipazy [3]. Lipazy (EC 3.1.1.1) to enzymy hydrolityczne, nalezace do
hydrolaz serynowych i szczegélnie istotne w wielu gateziach przemystu. Reakcje katali-
zowane przez lipazy w srodowisku wodnym prowadzg do hydrolizy wigzan estrowych
natomiast w $rodowisku bezwodnym odpowiadaja za kataliz¢ takich reakcji jak: estryfi-
kacja czy tez aminoliza [6,7]. Aminoliza jest reakcja estrow lub kwaséw karboksylo-
wych z aming; stanowi bezposrednig metode syntezy amidow. Amidy sa z kolei czestym
sktadnikiem licznych lekéw, w zwigzku z czym poszukiwanie zrownowazonych metod
ich pozyskiwania jest niezbedne dla rozwoju przemystu farmaceutycznego [9]. Kolejna
warto$ciowa przemystowo reakcja chemoenzymatyczng jest epoksydacja limonenu,
monoterpenu o licznych zastosowaniach w przemysle chemicznym i perfumeryjno-
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kosmetycznym. Epoksyd limonenu jest zwigzkiem wykorzystywanym do syntezy bar-
dziej ztozonych struktur lekéw czy tez biodegradowalnych polimerow. Proces ten jest
jednak skomplikowany i kosztowny, w zwigzku z czym stale poszukuje si¢ nowych
metod przeprowadzania efektywnej epoksydacji [10,11]. Reakcje estryfikacji katalizo-
wang przez lipazy stosuje si¢ w celu poprawy specyficznych wiasciwosci substratow, jak
emulgacja, dyspersja czy ich jako§¢ uzytkowa [14]. Innym cennym zwigzkiem terpeno-
wym jest alkohol perylowy, sktadnik olejkow eterycznych o wysokiej aktywnosci biolo-
gicznej; znajduje zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej. Zwigzek ten jest stoso-
wany takze jako substrat w reakcji estryfikacji katalizowanej przez grzybowe lipazy
[15]. Enzymy pochodzace z grzybéw psychrofilnych wykazuja wysoka aktywno$é
W obnizonych temperaturach co prowadzi do licznych korzysci ekonomicznych prze-
prowadzanych z ich udzialem procesow, takich jak obnizenie temperatury katalizowa-
nych reakcji, co prowadzi do mniejszych naktadow energii oraz nakladéw finansowych
zwlaszcza przy reakcjach przeprowadzanych na duza skale [2]. Taki model biokatalizy
wigze si¢ rowniez ze znaczng redukcja procesu parowania substratdw, co jest szczegol-
nie istotne w reakcjach z udziatem substancji lotnych, takich jak terpeny, oraz skroce-
niem czasu reakcji i zmniejszeniem ryzyka wystepowania reakcji niepozadanych, kto-
rych szansa na wystgpieniec W wyzszych temperaturach wzrasta [6]. Enzymy grzybowe
moga by¢ wykorzystywane jako biokatalizatory wielu reakcji chemicznych interesuja-
cych z punktu widzenia przemystowego. W ponizszej pracy przedstawione zostaly wy-
niki skriningu wybranych szczepow grzybow psychrofilnych w reakcjach katalizowa-
nych przez lipazy.

Cze$¢ eksperymentalna: Doswiadczenia przeprowadzano na grzybach psychrofilnych
wyizolowanych z gleby pochodzacych z arktycznej tundry, ktore oznaczono nastepujg-
cymi numerami: 66, 51, 96, 24, 85, 75, 36, 49, 77, 59, 18. Hodowle grzybowe prowa-
dzono na podlozu podstawowym, o skladzie: 0,7% Tween 85; 0,1% ekstrakt drozdzo-
wy; 0,1% K,HPOy; 0,5% (NH,4),SO,; 0,02% MgSO, x 7H,0; 1% oliwy z oliwek i 0,5%
CaCO; (pH = 6). W pracy przeprowadzono cztery reakcje biokatalityczne: aminolize,
chemoenzymatyczng, epoksydacj¢ limonenu, estryfikacje monocyklicznego alkoholu
I-rzedowego (alkohol perylowy) i estryfikacje bicyklicznego alkoholu I-rzedowego
(myrtenol). Reakcj¢ aminolizy przeprowadzono W nastgpujacy sposob: do fiolki dodano
50 mg grzybni, 2 ml heksanu; 2,9 pl heksanianu metylu oraz 4,6 pl amyloaminy. Po
doktadnym wymieszaniu fiolki inkubowano przez 24 godz. w 40°C. W reakcji epoksy-
dacji limonenu zmieszano 50 mg grzybni, 2 ml octanu etylu, 30 pl limonenu, 100 pl
30% H,0, oraz 30 ul kwasu octowego. Po doktadnym wymieszaniu fiolki odstawiono do
inkubacji w temperaturze 55°C na 3 godz. W reakcji estryfikacji monocyklicznego
i bicyklicznego alkoholu I-rzedowego dodano 50 mg grzybni, 2 ml heptanu; 9,2 ul kwa-
su mastowego i 32 ul alkoholu perylowego lub myrtenolu. Po wymieszaniu probki pod-
dano 24 godz. inkubacji w 40°C. Po inkubacji zebrano po 100 ul mieszaniny reakcyjnej
i dodano do 900 pl heptanu. Tak przygotowane probki analizowano za pomoca techniki
chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID).

Wyniki: W przypadku reakcji aminolizy (Rys. 1A) najwyzsza wydajno$¢ uzyskano dla
szczepow 85 (49,5%), 18 (33%), 36 (24%) oraz 75 (23%). Dla szczepow 24 (13%),
59 (12,5%) oraz 77 (11%) osiagnigto nieco nizsze wyniki. Szczepy 66, 51, 96, 49 nie
wykazaly aktywnosci w tym typie reakcji. W przypadku reakcji epoksydacji limonenu
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(Rys. 1B) udato si¢ zidentyfikowaé trzy produkty reakcji (1) 1,2-epoksyd limonenu,
(2) 8,9-epoksyd limonenu i (3) diepoksyd limonenu. Najwyzsza wydajno$¢ reakeji dla
pierwszego produktu osiggnat szczep 18 (40%). Pozostate szczepy wykazywaty wydaj-
noé¢ w granicach 1-6%. W przypadku drugiego produktu najwyzsza warto$¢ osiagnigto
dla szczepu 18 (3,7%). Szczepy 66, 24, 85, 75 wykazaty aktywno$¢ w przedziale
0,1-0,6%, natomiast w przypadku pozostatych szczepéw nie odnotowano aktywnosci.
Dla trzeciego produktu odnotowano aktywnosé¢ jedynie w przypadku szczepu 18 (1,1%).
W reakcji estryfikacji monocyklicznego alkoholu I-rzedowego (Rys. 2C) najwyzszy
wynik osiggnieto dla szczepow 36 (86,3%), 18 (85%), 85 (74%), 75 (73,5%), a nieco
nizszy wynik dla szczepow 77 (67%), 59 (64%) oraz 96 (50%). Najnizsza wydajnoscia
tej reakcji wykazaly sie szczepy 24 (37%), 66 (28%), 49 (1,3%), 51 (0,4%). W reakcji
estryfikacji bicyklicznego alkoholu I-rzgdowego (Ryc. 2D) najwyzsza wydajnos$¢ osia-
gnely szczepy: 59 (97%) oraz 96 (80%). Nizsze warto$ci zaobserwowano W przypadku
Szczepow 66 (63%), 36 (47,5%) oraz 18 (40%). Najnizsza wydajnoscig reakcji wykazaty
szczepy 75 (15%), 85 (10%), 24 (3,5%) oraz 77 (2,8%). Szczep 51 nie wykazat Zadnej
aktywnosci. Na rysunku 1 oraz 2 zbiorczo przedstawiono wydajno$¢ kolejnych reakcji
katalizowanych przy uzyciu poszczegdlnych grzybow.

Reakeja aminolizy Reakcja epoksydacji limonenu
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Rys. 1. Wydajno$¢ reakeji katalizowanych przez lipazy grzyboéw psychrofilnych: A - aminoliza, B - epoksyda-

cja limonenu.
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Rys. 2. Wydajnos¢ reakcji estryfikacji katalizowanych przez lipazy grzybow psychrofilnych C - estryfikacja
alkoholu I-rzgdowego monocyklicznego, D - estryfikacja alkoholu I-rzgdowego bicyklicznego
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Whioski: Biokatalizatory w formie liofilizowanej grzybni wykazuja wysoka aktywnos$¢
w reakcjach katalitycznych przeprowadzanych w rozpuszczalnikach organicznych. Spo-
$rod wszystkich przeprowadzonych reakcji najwyzsza wydajnos¢ wykazal grzyb
59 w reakcji estryfikacji bicyklicznego alkoholu I-rzgdowego, ktéra wyniosta 97%.
Natomiast dla pozostatych typow reakcji wydajnos¢ dla tego szczepu nie byta az tak
znaczaca. Nieco nizsze, lecz wcigz wysokie warto$ci uzyskano w reakcji estryfikacji
monocyklicznego alkoholu I-rzedowego, gdzie wyrdzniajace wyniki zanotowano
w przypadku dwoch szczepow 36 oraz 18, dla ktérych wydajno$¢ wyniosta kolejno
86,3% oraz 85%. W reakcji aminolizy jedynie szczep 85 znaczaco rdznit si¢ aktywno-
scig od pozostatych grzybow, osiagajac wydajnos¢ 49,5%. W koncu, w reakcji epoksy-
dacji limonenu szczep 18 osiggnal wydajnos¢ 40% dla pierwszego produktu. W przy-
padku wszystkich reakcji otrzymano bardzo niskie lub zerowe wyniki dla szczepow 51,
49 oraz 24, co wskazuje na fakt, iz szczepy te nie sa odpowiednie do przeprowadzania
tego typu reakcji.
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WYZWANIA ZWIAZANE Z OPORNOSCIA BAKTERII
ENTEROBACTERIACEAE NA ANTYBIOTYKI
B-LAKTAMOWE

K. GORZKIEWICZ, J. KUTKOWSKA, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, UMCS, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Opornos¢ bakterii na leki przeciwbakteryjne jest istotnym aspektem zdrowia
publicznego, ktére wymaga cigglego monitorowania na poziomie zaréwno lokalnym,
jak i globalnym. Obserwowana wzrastajgca liczba bakterii opornych na antybiotyki
moze wynika¢ ze ztego stosowania terapeutykoéw badz niewtasciwego ich doboru. Anty-
biotyki pB-laktamowe sg grupa lekow czgsto stosowanym W leczeniu zakazen bakteryj-
nych. W ich strukturze czasteczkowej obecny jest pierScien p-laktamowy z wigzaniem
amidowym (C-N). Do gtéwnych mechanizméw odpornosci na antybiotyki f-laktamowe
u bakterii Gram-ujemnych jest wytwarzanie: B-laktamaz, zmiany biatek wiazacych peni-
cyling (PBP) i przepuszczalnoséci oston komérkowych oraz usuwanie antybiotykow za
pomocg systemow efflux. Szczegdlny problem lekoopornos$ci bakterii z rodziny Entero-
bacteriaceae stanowi produkcja pB-laktamaz o poszerzonym spektrum dziatania (ESBL).
Enzymy te nadaja patogenom oporno$¢ na wigkszo$¢ dostepnych antybiotykow
B-laktamowych.

Woprowadzenie: Opornos¢ bakterii na antybiotyki tematem o ogromnym znaczeniu dla
zdrowia publicznego na calym $wiecie. Lekooporno$¢ utrudnia skuteczng terapi¢ zaka-
zen, zwigksza ryzyko powiktan oraz prowadzi do wzrostu kosztow opieki zdrowotnej
[2]. Mozna wyr6zni¢ dwa typy lekoopornosci: naturalna, ktora jest swoista dla danego
gatunku bakterii oraz nabyta charakterystyczna dla konkretnego szczepu. Oporno$é
naturalna moze by¢ spowodowana brakiem miejsc docelowych dla leku, obecno$cia
struktur ograniczajgcych jego dostep do komorki, funkcjonowaniem pomp efflux czy
produkcjg enzymow degradujacych antybiotyk, ktére sg kodowane najczeSciej przez
geny chromosomalne specyficzne dla gatunku. Ten typ antybiotykoopornosci chociaz
nie stanowi znaczgcego problemu klinicznego moze sie nasila¢, gdy dochodzi do zwigk-
szenia ekspresji naturalnych genéw opornoéci, co W konsekwencji prowadzi do powsta-
nia szczepdw opornych na lek. W takim przypadku moéwimy o lekoopornosci nabyte;.
Zmiany w DNA komoérek moga prowadzi¢ do zwigkszenia ekspresji naturalnych genow
opornosci, modyfikacji miejsca docelowego antybiotyku lub blokowania jego penetraciji.
Ponadto horyzontalny transfer genow umozliwia wprowadzenie do komorek nowych
gendéw opornosci. Geny te moga by¢ przenoszone przez ruchome elementy genetyczne,
takie jak elementy transpozycyjne, plazmidy badz bakteriofagi. Warto zaznaczy¢, ze
szczepy bakterii posiadajace oporno$¢ nabyta maja przewage W warunkach silnej presji
antybiotykowej [1, 6]. Antybiotyki B-laktamowe stanowia najliczniejsza i najbardziej
zroznicowang grupe lekow przeciwbakteryjnych, ktore sg stosowane w leczeniu niemal-
ze wszystkich rodzajow zakazen. Wyr6znia sie pie¢ gtéwnych typow B-laktamow: peni-
cyliny, cefalosporyny, monobaktamy, karbapenemy oraz inhibitory B-laktamaz (Rys. 1).
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W strukturze chemicznej antybiotykow B-laktamowych wystepuje charakterystyczne
wigzanie B-laktamowe, ktore jest podatne na hydrolize enzymatyczng. Antybiotyki tej
grupy r6znig si¢ wlasciwosciami farmakokinetycznymi w zaleznosci od klasyfikacji [3].

Giéwne typy B-laktamoéw:

o
Penicyliny poryny y
S
o
Penemy Karbapenemy

Rys.1. Schemat struktury podstawowych grup antybiotykoéw B-laktamowych z zaznaczeniem pier$cienia f3-
laktamowego (opracowanie wiasne, na podstawie [7]).

Penicyliny naturalne (np. penicylina benzylowa) majg waski zakres dziatania, sg aktyw-
ne gldwnie wobec bakterii Gram-dodatnich. Penicyliny polsyntetyczne obejmujg penicy-
liny izoksazolidowe (np. oksacylina) o waskim spektrum dziatania oraz o szerokim spek-
trum dziatania karboksypenicyliny, aminopenicyliny (np. amoksycylina, ampicylina),
ureidopenicyliny, amidynopenicyliny [3]. Najszerszym zakresem dzialania sposrod
wszystkich antybiotykoéw B-laktamowych charakteryzuja si¢ karbapenemy (np. imipe-
nem, meropenem), ktore sa skuteczne wobec tlenowych i beztlenowych patogenow.
Cefalosporyny sa podzielone na cztery generacje: I generacja (np. cefaleksyna, cefrady-
na) dziata gldwnie na bakterie Gram-dodatnie (z wyjatkiem Staphylococcus aureus) oraz
Gram-ujemne niewytwarzajace B-laktamaz. Antybiotyki z tej grupy nie wykazujg ak-
tywnosci przeciwko bakteriom Gram-ujemnym oraz beztlenowcom i stabo przenikaja do
ptynu moézgowo-rdzeniowego. Il generacja cefalosporyn (np. cefaclor, cefuroksym)
posiadajg szerszy zakres dzialania oraz zwickszong opornos¢ na B-laktamazy wytwarza-
ne przez bakterie Gram-ujemne, ale sa mniej skuteczne wobec bakterii Gram-dodatnich.
Leki tej generacji sa skuteczne w leczeniu wigkszosci zakazen wywolanych przez pa-
teczki beztlenowe, bakterie Gram-ujemne, gronkowce, paciorkowce oraz w mniejszym
stopniu przez Bacteroides. Generacja Il cefalosporyn (np. cefotaksym, ceftriakson,
ceftazydyzm) posiada szeroki zakres aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz wysoka opor-
nos$¢ na B-laktamazy. Ostatnia IV generacja (cefepim, cefiprom) charakteryzuje si¢ ulep-
szonymi wilasciwosciami farmakokinetycznymi oraz bardzo szerokim zakresem dziata-
nia [1,4]. Mechanizm dziatania B-laktaméw polega na blokowaniu kluczowych enzy-
moéw odpowiedzialnych za syntezg Sciany komorkowej bakterii biatek wigzacych peni-
cyling (PBP ang. Penicillin-Binding Proteins). W wyniku czego dochodzi do zahamo-
wania syntezy $ciany komorkowej, ostabienia jej struktury i lizy bakterii [1,6]. Produk-
cja B-laktamaz, ktore dezaktywujg antybiotyki p-laktamowe, w tym rowniez te nowej
generacji, jest obecnie jednym z najpowazniejszych mechanizméw opornosci bakterii na
leki. Stopien opornosci bakterii na antybiotyki B-laktamowe, wywotane przez produkcje
B-laktamaz, wynika zarowno z wlasciwosci samego enzymu, jak i z poziomu jego eks-
presji. Istotne jest rowniez tto genetyczne, czyli obecnosé¢ innych mechanizméw oporno-
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$ci w danym szczepie bakteryjnym. Proces wytwarzania B-laktamazy w komoérce bakte-
ryjnej moze zachodzi¢ na staltym poziomie (ekspresja konstytutywna) lub by¢ regulowa-
ny (ekspresja indukowana), co zalezy od obecnos$ci w srodowisku bakterii odpowiednich
dla danego gatunku i rodzaju induktorow B-laktamowych [1, 2]. Stosowane sg dwa sys-
temy klasyfikacji B-laktamaz: system funkcjonalny (klasyfikacja Bush) i system struktu-
ralny (klasyfikacja Ambler) (Rys. 2). Pierwszy system klasyfikacji opiera si¢ na analizie
szybkosci hydrolizy r6znych B-laktamow, a takze na podatno$ci B-laktamaz na hamowa-
nie przez niektoére inhibitory np. kwas klawulanowy [1]. System funkcjonalny sktada si¢
z wyodrebnionych czterech grup oznaczonych od | do IV. Grupa | (cefalosporynazy
AmpC) to p-laktamazy, ktore sa aktywne wobec cefalosporyn oraz penicylin
i monobaktamow. Sa stabo podatne na kwas klawulanowy, moga by¢ hamowane przez
kloksacyling. Grupa II stanowi najliczniejsza klase, charakteryzujaca si¢ duzym zrézni-
cowaniem strukturalnym i funkcjonalnym, co prowadzi do jej podzialu na 12 podgrup.
Zawiera ona zaréwno penicylinazy, jak i cefalosporylazy, ktore wykazujg roznorodne
spektrum substratowe, ich aktywnos$¢ jest hamowana przez kwas klawulanowy lub tazo-
baktam. Grupa Il to metalo-p-laktamazy (MBL, ang. Metallo-g-lactamases), ktore sg
zdolne do hydrolizy penicylin, cefalosporyn oraz karbapeneméw. Aktywnos¢ MBL nie
jest hamowana przez typowe inhibitory B-laktamowe, jedynie przez kwas wersenowy
(EDTA, ang. ethylenediaminetetraacetic acid). Do grupy IV, zaliczono niewiele enzy-
mow, ktore zostaly zidentyfikowane stosunkowo dawno i sg stabo zbadane, ale ta grupa
zostata pominieta W najnowszej wersji systemu klasyfikacji funkcjonalnej [1].

System funkcjonalny Ambler

TSy

Serynowe B-laktamazy Metalo-B-laktamazy
KlasaA  KlasaD KlasaC Klasa B
ESBL p‘typu OXA (A\rrnpg)"my ‘ (MBL)
System N\ / 1
strukturalny - 1
Bush Grupa Il Grupa | Grupa lll

Rys.2. Systemy klasyfikacji B-laktamaz: system funkcjonalny Ambler i system strukturalny Bush (opracowa-
nie wiasne na podstawie; [8]).

Drugim systemem klasyfikacji B-laktamaz system strukturalny opiera si¢ na analizie
sekwencji aminokwasowych enzyméw i grupuje B-laktamazy na podstawie ich pokre-
wienstwa ewolucyjnego. Przeprowadzona analiza poréwnawcza sekwencji aminokwa-
sowych B-laktamaz doprowadzita do wyroznienia czterech klas enzymow, oznaczonych
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literami od A do D. W klasach A, C i D znajduja si¢ p-laktamazy serynowe, podczas gdy
w klasie B wystepuja metalo-p-laktamazy [1]. Enzymy z klasy A i D wg. Ambler odpo-
wiadajg grupie Il wg. klasyfikacji Bush, natomiast C i B odpowiednio grupie I i Il1.

Whioski: Wzrost  roznorodnosci  iliczby  lekoopornych  drobnoustrojow
chorobotworczych, wtym szczepéw wielolekoopornych (MDR, multidrug-resistant)
stwarza wyzwania w diagnostyce Klinicznej oraz leczeniu zakazen. Niezbe¢dna jest
odpowiednia diagnostyka mikrobiologiczna, a wykrycie wielolekoopornych patogenow
powinno skutkowaé¢ wdrazaniem zaostrzonych procedur kontroli zakazen i dziatan
zapobiegajacych ich rozprzestrzenianiu sie. Jest to szczegélnie istotne w przypadku
wykrycia  pateczek  Enterobacteriaceae  (gltéwnie  Klebsiella ~ pneumoniae)
wytwarzajacych B-laktamazy typu KPC, szczepow wytwarzajacych B- laktamazy MBL
oraz wytwarzajacych MBL-NDM-1 (ang. New Delhi metallo-5-lactamase) oraz (-
laktamazy typu OXA-48 (oxacillinase-48). Szczepy te majg podwyzszony potencjat
epidemiczny, afakt ze geny kodujace ten typ PB-laktamaz zlokalizowane sg na
ruchomych elementach genetycznych zagraza ich rozprzezstrzenianiem si¢
w $rodowisku nie tylko szpitalnym. Wytwarzane przez E. coli B-laktamazy typu ESBL
i AmpC zostaly zidentyfikowane W szczepach pochodzacych od zwierzat domowych,
hodowlanych oraz jako zanieczyszczenia w zywnosci. Czesto$¢ wystepowania opornosci
typu ESBL znaczaco si¢ rdzni migdzy krajami, co moze by¢ zwigzane z dostepnoscia
antybiotykow, zarzadzaniem odpadami i woda, oraz ogdlny poziomem zycia i opieki
zdrowotnej. W niektorych regionach $wiata, opornos¢ na istotne antybiotyki stosowane
w szpitalach, takie jak cefalosporyny III generacji wystepuje u ponad 60% bakterii E.
coli i K. pneumoniae. Ponadto, podrézujacy regularnie moga przenosi¢ bakterie oporne
do krajow o nizszej czesto$ci wystepowania tego zjawiska. Nalezy podkresli¢, ze od-
chody ludzi izwierzat zanieczyszczaja S$rodowisko, azrodta wody pitnej
i srodowiskowej mogag by¢ siedliskiem wysoce opornych bakterii.
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RAMNOLIPIDY — WPLYW METOD PRODUKCJI NA ICH
STRUKTURE I AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

B. FOKT, M.A. KARAS, UMCS, Wydzial Nauk Biologicznych, Katedra Genetyki
i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Ramnolipidy (RhaL) po raz pierwszy wyizolowane z podioza wzrostowego
Pseudomonas aeruginosa i opisane przez Jarvisa i Johnsona w 1949 r., jako czynniki
wirulencji, obecnie identyfikowane sa, jako metabolity wtdrne znacznie wigkszej ilosci
roéznych bakterii. Dzigki nowoczesnym technikom analitycznym do tej pory zidentyfi-
kowano okoto 60 ich kongenerow i homologéw. Amfipatyczny charakter budowy Rhal.-
ow wplywa na ich wlasciwosci fizyko-chemiczne, atakze na aktywnos$¢ biologiczna.
RhalL-y dzieki dziataniu przeciwdrobnoustrojowemu, czy desorpcji opornych zwiazkow
organicznych z czastek statych, wykazuja duzy potencjat aplikacyjny w rdéznych gate-
ziach przemystu m.in. farmaceutycznym, kosmetycznym, chemicznym czy ochronie
srodowiska, dlatego stale czynione sg starania W kierunku zwigkszenia wydajnosci ich
produkcji z jednoczesnym obnizeniem jej kosztow.

Wprowadzenie: Ramnolipidy to glikolipidowe biosurfaktanty o amfipatycznej
strukturze, produkowane gltownie przez bakterie iwykazujace aktywnos¢ po-
wierzchniowa oraz zdolno$¢ zwilzania. Molekuty te sktadaja si¢ z polarnego gliko-
nu, ktory stanowi jedna lub dwie reszty L-ramnozy podstawionego hydrofobowym
»ogonem”, W postaci jednej lub dwoch czasteczek B-hydroksy kwasow ttuszczowych
(FA) o zmiennej dtugosci tancucha alifatycznego (Cg — Cy,) 1 réoznym stopniu nasy-
cenia, ktore odpowiednio nazywane sg mono-RhaL-mono-lipidami, mono-RhaL-di-
lipidami, di-RhaL-mono-lipidami i di-RhaL-di-lipidami. Wykazano réwniez wyste-
powanie RhalL-6w podstawionych metylowanymi FA lub trzema czgsteczkami FA,
oraz z alkilowang resztg cukrowa [1]. RhaL-y produkowane sa przez bakterie klasy-
fikowane do réznych rodzajow m.in. Achromobacter, Acinetobacter, Enterobacter,
Bulkholderia czy Pseudomonas. Wsrdd tej ostatniej grupy znajduje sie najbardziej
znany producent RhalL-6w, Pseudomonas aeruginosa bedacy oportunistycznym
patogenem cztowieka. Jednak, w obrebie gatunku poszczegdlne szczepy wykazuja
r6zng wydajno$¢ syntezy biosurfaktantow oraz zdolno$¢ tworzenia mieszaniny od-
miennych homologéw i kongeneréw (Tabela 1). Poniewaz acylowane RhaL-y: dece-
noil-Rha-Cy,-C;o oraz decenoil-Rha-Rha-Cy-Cyg, uzyskano z hodowli tylko kilku
przedstawicieli uwaza si¢, ze sa one gatunkowo specyficzne. Rownie unikatowe sa
jedyne znane niejonowe Rhal-y, podstawione FA w postaci estréw metylowych
i identyfikowane m.in. wsrod metabolitéw wtornych szczepu P. aeruginosa 158 [1].
Jednakze patogenny charakter szczepéw P. aeruginosa jest gtowng przeszkoda
w komercyjnej produkcji ramnolipidow, dlatego poszukuje sie rownie wydajnych
szczepdw niepatogennych o potencjale biotechnologicznym do ich biosyntezy. Kilka
wybranych przyktadow podano w Tabeli 1 (Lp. 6 — 9).
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Tabela 1. Przyktadowe homologi i kongenery RhalL-ow identyfikowane w hodowlach Pseudomonas spp. [1,
2,3,4].

Lp. Szczep Podloze/metoda pozyskiwania Typ ramnolipidu
RhalL-ow
1 P. aeruginosa KY 4025 MSM + 10% n-parafina + 0,2% |mono-RhaL z Cy0-Cio
syrop kukurydziany + 1% YE; |di-RhaL z C4-Cio
ekstrakcja ptynu pohodowlanego
(pH 5,0) octanem etylu (1:5)

2 P. aeruginosa 158 Podtoze TSB mono-RhaL z Cio-C10-CHs,
Precypitacja FeCls, wodny r-r  |di-RhaL z Ci0-C10-CHs
pozostaty po ekstrakcji CH;Cl

3 | P. aeruginosa od pacjen- Podloze Eagle’a di-RhaL (Cs-C10/C10-Cs)
ta z rozstrzeniem oskrzeli Ekstrakcja CHsCl
4 P. aeruginosa PBS MSM + 2,17% cytrynian Na + 0,5% |mono- RhaL z C,o-Cyo
YE di-RhaL (C10'C1o, CB'CiLO,
Ekstrakcja MeOH precypitatu C12-C10/C10-C12)
z ptynu pohodowlanego (o pH 2.0;
6M HCI)
5 Pseudomonas sp. DSM MSM + n-alkany i glicerol mono-Rhal z Cu,
2874 Ekstrakcja plynu pohodowlanego (o [di-RhaL z Cio
pH 2.0; 10% H,SO,4) octanem etylu
6 | Pseudomonas sp. degra- n-parafiny decenoil-Rha-Cio-Cio,
dujacy weglowodory decenoil-Rha-Rha-C10-C1o
7 | Pseudomonas chlorora- podtoze minimalne wg Kay'a,  |wylacznie mono-RhalL
phis NRRL B-30761 MSM +2% Glc (C10-Cs, C10-Cio, C12-Cio,
ekstrakcja precypitatu C12:1-C10, C12-C12, C12:1-Cao,

(CHCI5:EtOH; 2:1) otrzymanego  {C14-Cio, C14:1-Cio)
z ptynu pohodowlanego (o pH 2.0;

12M HCl)
8 P. chlororaphis 23aP MSM +0.1% Glc + 0,1% trypton |1.  mono-RhaL (Cg-Cs,
Ekstrakcja ptynu pohodowlanego (0 C10-Cg:1)
pH 2.0; 6M HCI): 2. mono-RhalL (Ciz-
1. Octanem etylu i 2. Wg metody Cio, C121-Cz2), di-
Folch’a RhalL z Cs-Cyo

9 |Pseudomonas clemancea| MSM +3% glicerol + wysoka | Mono- i di-RhaL z C10-Cyo
Pseudomonas collierea | zawarto$¢ fosforanow + brak pier-
Pseudomonas teessidea wiastkow $ladowych

Z uwagi na fakt, ze dostgpnos¢ RhalL-6w do szerszego zastosowania jest znacznie ogra-
niczona kosztami ich produkcji, dlatego tez optymalizacja efektywnoS$ci ich otrzymywa-
nia nabiera znaczenia. Wérdd rozpatrywanych pod tym katem sg rozne parametry od-
zyweze | srodowiskowe, W tym typ i stezenie zrodet C i N, pH pozywki, wielko$¢ inoku-
lum, czas inkubacji i temperatura. Czynniki te z jednej strony wplywaja na wydajnos¢
produkcji RhaL-ow, ale takze na sktad otrzymywanej mieszaniny, a co za tym idzie na
wiasciwosci fizyko-chemiczne. Wéréd wymienionych, jednym z wazniejszych czynni-
kow jest wielkos$¢ inokulum, gdyz geny zaangazowane W syntez¢ Rhal-ow, sa zalezne
od zjawiska quorum-seensing [5]. Obecnie, kiedy wigcej niz dwa czynniki wejsciowe
wplywaja W sposob nieliniowy na warto$¢ wyjsciows, przed optymalizacja warunkow
hodowli generuje si¢ frakcyjne plany do§wiadczen, ktore pozwalajg na zminimalizowa-
nie ilo$ci przeprowadzanych prob z jednoczesnym lepszym dopasowaniem warunkow.
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Na podstawie otrzymanych danych oblicza si¢ efekty liniowe i kwadratowe oraz interak-
cje dla wielkosci wejsciowych [6] (Rys. 1).

Zmiana:

- rodzaju zrédta wegla < | gi?){dyrkgjz

- stezenia = e

- stostunku C/N ramnolipidow

l

J;\r +

/?5’
Wydajnos¢ ramnolipidéw (mg/1/h)

Rha LClOClO X2: NaN03 (g/1) o ~7 10 >J(rl éll(erol (g/71)

Rys. 1. Przestrzenny wykres powierzchni odpowiedzi pokazujacy wplyw: X1 - stezenia glicerolu i X2 - st¢ze-
nia NaNO; na produkcj¢ RhaL-6w przez hipotetyczny szczep bakterii [7].

Najczgsciej stosowana metoda pozyskiwania homologdéw Rhal -6w z podtoza pohodow-
lanego jest precypitacja ich w pH 2,0 a nastepnie ekstrakcja precypitatu roznymi solwen-
tami organicznymi. Jednakze wg Firdose iwsp. [7] podejscie takie, w pordwnaniu
z ekstrakcjg zakwaszonego ptynu pohodowlanego wraz z precypitatem, skutkuje znacz-
nie nizsza wydajnoécig odzysku biosurfaktantow. Ponadto jak wykazano dla szczepu
P. chlororaphis 23aP wybdr metody ekstrakcji wptywa na typ pozyskiwanych homolo-
gow Rhal-6w (Tabela 1, Lp. 8). Wczesniejsze badania z innym szczepem tego gatunku
NRRL B-30761 wskazywatly, ze jest on zdolny tylko do produkcji mono-RhalL-ow (Ta-
bela 1, Lp. 7) i autorzy postawili hipoteze, ze prawdopodobnie nie posiada on homologu
genu rhlC obecnego w genomie P. aeruginosa i odpowiedzialnego za biosynteze di-
RhaL-6w. Jednakze, wnioski te oparto o wyniki analiz sktadu Rhal-6w pozyskanych
wylacznie z precypitatow ptynow pohodowlanych. Badania Kara$ i wsp. dowodza, ze
gatunek ten moze roéwniez produkowaé di-Rhal, ktére uzyskano stosujac ekstrakcje
Folch’a zakwaszonych ptynéw pohodowlanych [3].

Rhal-y wykazujg wiasciwo$ci przeciwdrobnoustrojowe poprzez dziatanie antyoksyda-
cyjne [8], zapobieganie tworzenia jak i eradykacji dojrzatych bakteryjnych biofilméw
[9], zwigkszanie przepuszczalno$ci bton komdrkowych [10], czy podstawianiu czaste-
czek LPS w btonie zewngtrznej Gram ujemnych bakterii [11]. Wykazano, ze RhaL-y
byly skuteczne jako czynniki biokontrolne przeciwko fitopatogennym grzybom Phy-
tophtora sp. czy Phytium sp. [9]. Z kolei biosurfaktant PS-17 (mieszanina di-RhaL-C
i di-RhaL-Cyp-Cyp) hamowat proliferacj¢ wirusa opryszczki HSV-1 iHSV-2
w komorkach MDBK [12]. Natomiast handlowy preparat firmy AGAE Technologies
(US) zawierajacy mieszaning gtownie di-Rhal, w sposob zalezny od stezenia, hamowat
wzrost i zdolnoé¢ tworzenia biofilmu na polistyrenie bakterii jamy ustnej zaangazowa-
nych w tworzenie ptytki nazebnej: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Streptococ-
cus mutans i Streptococcus sanguinis [9]. Poniewaz biosurfaktanty P. aeruginosa petnig
funkcje egzotoksyn, to wnioskowano, ze Rhal.-y moga mie¢ dziatanie immunomodulu-
jace, co potwierdzono stymulujac komérki jednojadrzaste z krwi obwodowej do produk-
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cji cytokiny prozapalnej TNFa stosujac di-Rhal-Cy4-Cyy4. Jednocze$nie surfaktant ten nie
wykazywal dziatania hamujacego wzrost E. coli i S. aeruginosa w badanym zakresie
stezen [13].

Whioski: Umiejetnos¢ kontrolowania ilosci i sktadu pozyskiwanych Rhal-ow jest waz-
nym aspektem, gdyz jak wykazano W niniejszej monografii ich struktura wptywa na
wiasciwosci biosurfaktantow. Przyktadowo mono-Rhal-y wykazuja lepsze wiasciwosci
emulsyfikacyjne [14], co moze determinowaé ich zastosowanie W bioremediacji, za$ di-
RhalL-y lepiej oddziatuja z btonami biologicznymi [11], sugerujac zastosowanie jako
czynniki biokontrolne. Ponadto, umiejetnos¢ kontrolowania procesow technologicznych
pozwoli na ulepszenie wydajnosci produkcji przez niepatogenne szczepy, cO moze
znacznie uprosci¢ rygorystyczne procesy separacji przy produkcji ramnolipidow
z zastosowaniem potencjalnie patogennych szczepoéw P. aeruginosa.
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CHARAKTERYSTYKA BAKTERII Z RODZAJU LEUCONOSTOC
| GLUCONOBACTER WYIZOLOWANYCH PRODUKTOW
SPOZYWCZYCH

J. DZIEDZIC, K. TOKARSKA, M. MAREK-KOZACZUK, W. SOKOLOWSKI,
S. WDOWIAK-WROBEL, UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Gene-
tyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Dzigki zdolnosci do przeprowadzania fermentacji mlekowej (w przypadku
rodzaju Leuconostoc) i octowej (charakterystycznej dla rodzaju Gluconobacer) znalazty
one szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym. Jednak niektore szczepy rodzaju
Leuconostoc i Gluconobacter mogg negatywnie wptywac na przebieg procesu produkcji,
powodujac obnizenie warto$ci odzywczych produktu i straty materialne w przemysle.
Celem pracy bylo ustalenie pozycji taksonomicznej i relacji filogenetycznych, trzech
izolatow powodujacych zanieczyszczenie produktow spozywczych, w oparciu o wielo-
lokusowa analize sekwencji genéw metabolizmu podstawowego — MLSA (groEL, dnaK
i recA). Okre$lono takze wptyw wybranych srodkow dezynfekujacych na przezywalno$é
szczepow bakteryjnych.

Woprowadzenie: Bakterie rodzaju Gluconobacter ze wzgledu na zdolno$¢ utleniania
roéznych cukrow, polioli i alkoholi do kwasow, aldehydow i ketonow od dawna znajduja
zastosowanie ~ w przemys$le  biotechnologicznym, np.  wprodukcji ~ kwasu
L-askorbinowego (witaminy C), czy kwasu glukonowego ijego pochodnych [1]. Ze
wzgledu na zdolno$¢ do wytwarzania zwigzkéw aromatycznych i dwutlenku wegla
w drodze heterofermentacji laktozy i wykorzystania cytrynianow, zastosowanie
W przemysle spozywczym, znalazty rowniez bakterie fermentacji mlekowej, np. rodzaju
Leuconostoc [2]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze cze$é szczepow reprezentujacych wyzej
wymienione rodzaje moze odpowiadaé za psucie produktéw zywnosciowych. Szczepy
Leuconostoc spp. ze wzgledu na duza ilos¢ produkowanego EPSu i produkcje CO, moga
wplywac na pogorszenie zapachu i smaku produktow spozywczych, co prowadzi do strat
ekonomicznych w przemysle spozywczym [3]. ROwniez szczepy rodzaju Gluconobacter
odpowiadaja za zanieczyszczenia produktow spozywczych, miedzy innymi niegazowa-
nych napojéw owocowych, herbat i koncentratow smakowych, ze wzgledu na ich zdol-
nos$¢ wzrostu W niskim pH i przy duzym ste¢zeniu polisacharydow w podtozu [4]. Najlep-
szym sposobem unikania zanieczyszczen mikrobiologicznych jest higiena i konserwacja.
Trzeba jednak pamietad, ze kazda sytuacja zwigzana z kontaminacja produktow spozyw-
czych jest wyjatkowa i moze wymagac specyficznych rozwigzan.

Czesé eksperymentalna: Do izolacji genomowego DNA izolatow wykorzystano meto-
de Pitchera i wsp. [5]. Stezenie i czysto$¢ uzyskanego DNA okreslano za pomoca spek-
trofotometru Thermo Scientific NANOD-ROP 2000 (Thermo Fisher Scientific). Amlifi-
kacje genu groEL, dnaK irecA przeprowadzono przy uzyciu starterow i w warunkach
opisanych w literaturze [6, 7]. Produkty amplifikacji oczyszczano przy uzyciu zestawu
Clean-up (A&A Biotechnology). Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono zgodnie
z protokotem zataczonym przez producenta (Applied Biosystems™ ). Uzyskane produk-
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ty reakcji oczyszczono za pomocg zestawu ExTerminator (A&A Biotechnology) zgodnie
z instrukcja producenta. Odczyt sekwencji wykonano w firmie zewnetrznej (Genomed
S.A., Warszawa). Do dopasowania sekwencji analizowanych w programie GeneDoc
zastosowano program ClustalX2 [8]. Filogram konstruowano metoda Neighbor-Joining
(NJ) (program MEGAL1) [9]. Istotno$¢ statystyczng drzew oceniano za pomocg testu
bootstrap (1000 powtdrzen). Okreslono wrazliwosci badanych izolatdéw bakteryjnych na
3 komercyjne $rodki dezynfekcyjne w dwoch temperaturach (50°C i 60°C). Do zawiesi-
ny bakteryjnej (OD 0,1) dodawano badany $rodek bakteriobdjczy o okre§lonym stezeniu.
Probki inkubowano w temp. 50°C lub 60°C przez 10 min. Po wirowaniu (12 000-
14 000 rpm/min.) osad dwukrotnie przeptukiwano 0,85 % jatowym ptynem fizjologicz-
nym. Po ostatnim plukaniu osad zawieszono w 0,85 % jatowym plynie fizjologicznym.
100 pl zawiesiny nanoszono na szalki Petriego z podtozem statym MRS [Oxoid] lub
GYP [10] irozprowadzano za pomoca glaszczki. Plytki inkubowano przez 3-4 dni
w temperaturze 28°C. Proby wykonano w trzykrotnym powtorzeniu. Probe kontrolng
stanowily szczepy niepoddane dziataniu badanego czynnika bakteriobdjczego
i temperatur.

Wyniki: W celu okreslenia pokrewienistwa i relacji filogenetycznych izolatow przepro-
wadzono analiz¢ porownawczg sekwencji trzech gendéw metabolizmu podstawowego
(dnakK, groEL, recA) badanych szczepéw do sekwencji genow szczepow referencyjnych
dostepnych w bazie danych GenBank. Sekwencje tych genéw potaczono w kolejnosci:
dnaK+groEL+recA, uzyskujac konstrukt o dtugosci 4200 pz dla szczepu rodzaju Leuco-
nostoc oraz 2690 pz dla szczepow z rodzaju Gluconobacter. Analizy MLSA potwierdzi-
ta przynaleznos¢ jednego z badanych szczepow do bakterii rodzaju Leuconostoc. Szczep
Leuconostoc sp. 1 charakteryzowat si¢ najwigkszym podobienstwem polaczonych se-
kwencji do szczepdw reprezentujacych gatunek Leuconostoc mesenteroides (99% podo-
bienstwa sekwencji), tworzac z nimi na drzewie filogenetycznym wspdlne grono przy
wspotczynniku poparcia wynoszagcym 100% (Rys. 1). Szczep Gluconobacter sp
1 wykazat najwickszy stopien podobienstwa sekwencji (100%) do sekwencji szczepu
referencyjnego Gluconobacter oxydans tworzac z nim wspdélng grupe przy wspotczynni-
ku poparcia wynoszacym 100% (Rys. 2). Z kolei szczep Gluconobacter sp. 2 wykazuja-
cy podobienstwo sekwencji do sekwencji Gluconobacter cerinus na poziomie 98%,
utworzyt z tym szczepem wspolne grono (RYS. 2), przy wspotczynniku poparcia rownym
100%. Sprawdzano wrazliwos¢ trzech izolatow na rézne st¢zenia Srodkow dezynfekuja-
cych (DM Clean Super, DM CID, Eco Chlor) w temperaturze 50°C i 60°C (Tabela 1).
Probe kontrolng stanowity bakterie poddane dziataniu temperatury 50°C lub 60°C bez
dodatku $rodka dezynfekujgcego przez okres 10 minut. Zastosowana temperatura nie
wptywala na ograniczenie wzrostu wszystkich trzech badanych szczepéw (dane niepre-
zentowane). Najefektywniejszy efekt bojczy, dla badanych preparatéw dezynfekcyjnych,
uzyskano w temperaturze 60°C. Jedynie Gluconobacter sp. 2 przy stezeniu 0.5% Eco
Chlor wykazywal wzrost bakterii. W temperaturze 50°C szczep Gluconobacter sp. 1 byt
najbardziej wrazliwy na dzialanie DM SUPER CLEAN. Szczep ten nie wykazywat
zdolno$ci wzrostu juz przy najnizszym uzytym st¢zeniu tego $rodka (0.5%) (Tabela 1).
Szczep Gluconobacter sp. 2 charakteryzowat si¢ najwigksza, sposrod wszystkich prze-
badanych izolatow, opornoscia na wszystkie zastosowane $rodki dezynfekujace (temp.
50°C). Najwigksza wrazliwo$¢ wykazat on na DM SUPER CLEAN (brak wzrostu przy
stezeniu 1 %, temp. 50°C) (Tabela 1). Podobnie, jak to miato miejsce w przypadku
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szczepow Gluconobacter, najbardziej skutecznym $rodkiem w stosunku do Leuconostoc
sp. 1 okazatl sic DM SUPER CLEAN. Najskuteczniejsze dziatanie bakteriobdjcze tego
zwigzku zaobserwowano W stezeniu 1 % w temperaturze 50°C. Szczep Leuconostoc sp.
1 byl najmniej wrazliwy na dziatanie srodka ECO CHLOR. Srodek ten, w temperaturze
50°C, wykazatl whasciwosci bakteriobdjcze W stezeniu 2,5 % (Tabela 1).

| Leuconostac sp. 1 (PP400763, PP400T66, PP400768)
.| Leuconostoc mesenteroides SB1075 (CP 133889, CP133689, CP133889)
[X subsp. NBRC 100435 (NZ_BJWBO01000007, NZ_BJWB01000005, NZ_BJWB01000001)

“L Leusonostor mesenferoides subsp. cremoris ATCC 19254 (ACKVO1000038, ACKVO1000005, ACKV01000074)

Leuconostoe fitchi MBT (SDGYQ1000001, NZ_SDGY01000002, SDGYA1000001))
o L 5 CIRM-BIA 1261 {NZ_RIVNO1000051, NZ_RIVND1000096, NZ_RIVNO1000105)
L L KCTC 3652 LMG 11482 (NZ_BMBP01000002, NZ_BMBP01000011, NZ_BMBP01000001)

L n0stod rapl DSM 27776 (NZ_JAFBEKQ10000003, NZ2_JAFBEK010000002, NZ_JAFBEKO10000003)

Leuconosioc i JCM 17445 (NZ_BPKY01000001, NZ_BPKYD1000008, NZ_BPKY01000001)

Leutonostos factis KETC 3528 = DSM 20202 JCM 6123 (NZ_BPKX01000013, NZ_BPKX01000018, NZ_BPKX01000015)

L it CBA3621 (NZ_CPD42410, NZ_CP042410, NZ_CP042410)

0.020

Rys. 1. Drzewo filogenetyczne utworzone w oparciu o wyniki analizy genéw metabolizmu podstawowego
(dnakK, groEL i recA) rodzaju Leuconostoc. Skala w lewym dolnym rogu - dtugos¢ gatezi, ktéra odpowiada
0,02 podstawienia nukleotydowego na jeden nukleotyd sekwencji.

| Glueonobacter sp. 1 (PP400761, PP400764, PP400767)
Glusonobacter oxydans 1637 (CPP016328, CPO16328, CPO16328)

Gluconobacter thailandicus NBRC 100600 (BJWD01000003, NZ_BARBO1000084, BJWD01000045)
Gluconabacter frateuril NBRC 3264 (NZ_BEWN01000002, NZ_BSNAO1000006, BSNAD1000006)

Jfapanicus NBRG 3271 (NZ_BAQXD1000020, NZ_BAQXD1000002, NZ_BAQX01000025)
" E p. 2 , PPA00TES, )
Gluonobacter cerinus NRIC 0229 (NZ_BAQVD1000331, NZ_BAQV01000735, NZ_BAQV01000688)
NBRC 103587 (BJVAD1000009, NZ_BJVAD1000001, BJVAD1000011)

" w [ Gluconaacter cadivus LMG 1744 NZ_JABCQIN10000002, NZ_JABCQININN00001, NZ_JABCQIDIN0000T)

I .
Gluconabacter albidus MBRC 3250 (NZ_BAQUO01000004, NZ_BAQUO1000059, NZ_BAQUO10000E7)

Gluconobacter raseus NBRC 3830 (BJLY01000003, NZ_BJLY01000001, BJLYO1000001)
Gluconobacier vitfans LMG 31484 (NZ_JABCQG010000008, NZ_JABCQG010000001, NZ_JABCQGO10000024)
Gluconobacter aidse AC10 3 (NZ_WIPHD1000003, NZ_WIPHD1000008, NZ_WIPHQ1000026)

i sphaericus NBRC 12467 (BJMK01000020, NZ_BJMKO01000001, BJMKO1000001])
iaz NBRC 103581 (BJUZ01000002, NZ_BARC01000005, BJUZ01000002)

—
0.020

Rys. 2. Drzewo filogenetyczne utworzone w oparciu o wyniki analizy genow metabolizmu podstawowego
(dnakK, groEL i recA ) rodzaju Gluconobacter. Skala w lewym dolnym rogu - dtugos¢ gatezi, ktora odpowiada
0,02 podstawienia nukleotydowego na jeden nukleotyd sekwencji.

Whioski: Na podstawie analizy sekwencji okre$lono przynaleznos$¢ izolatow do rodzaju
Gluconobacter oraz Leuconostoc. Jeden ze szczepdéw wykazal najwieksze podobienstwo
do szczepdéw gatunku Leuconostoc mesenteroides. Pozostate dwa szczepy, tj. Glucono-
bacter sp. 1 i 2 wykazaty najwigksze podobienstwo kolejno do gatunku G. oxydans oraz
G. cerinus. Badania wykazaly, Ze najsilniej dziatajgcym $rodkiem dezynfekujacym
(w obydwu badanych temperaturach), byt DM CLEAN SUPER. Szczep Gluconobacter
sp. 2 charakteryzowat si¢ najwigksza opornoscia na wszystkie przebadane $rodki.
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Tabela 1. Wrazliwos¢ szczepow bakteryjnych na $rodki dezynfekcyjne.

Gluconaobacter sp. 1 Leuconostoc sp. 1 | Gluconobacter sp. 2

DM CLEAN SUPER (50°C/60 °C)
0,5% -I- +- +/-
1% -I- -I- -I-
1,5% -I- -I- -I-
2% -I- -I- -I-
2,5% -I- -I- -I-
3% -I- -I- -I-
3,5% -I- -I- -I-
DM CID (50°C/60°C)
0,5% +/- ++ +/-
1% +/- +/- +/-
1,5% -I- +- +/-
2% -I- -I- +/-
2,5% -I- -I- +/-
3% -I- -I- +/-
3,5% -I- -I- +/-
4% -I- -I- -I-
ECO CHLOR (50°C/60°C)
0,5% +/- +- +/+
1% -I- +- +/-
1,5% -I- +- +/-
2% -I- +- +/-
2,5% -I- -I- +/-
3% -I- -I- +/-
3,5% -I- -I- -I-
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WPLYW RODZAJU INDUKTORA NA AKTYWNOSC
KATALITYCZNA GRZYBNI NITKOWATEJ W REAKCJI
ESTRYFIKACJI ALKOHOLI TERPENOWYCH

J. ZAWADA, 1. KRUCZEK, D. STOS, M. KUTYLA, M. TRYTEK, UMCS, Wy-
dziat Biologii i'BiotechnoIogii, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Mikrobiologii
Przemystowej i Srodowiskowej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Reakcje biokatalizy sa stosowane jako opcjonalne alternatywy dla procesow
chemicznych wykorzystywanych w produkcji przemystowej. Wsrod biokatalizatorow
szczegblne zastosowanie znajduja lipazy. W ramach badan okreslono wptyw réznych
induktoréw lipaz, tj. Span’0w i Tween’0w na wiasciwosci biokatalityczne grzybni psy-
chrotofowego szczepu Cladosporium cladosporioides w reakcji estryfikacji dwoch alko-
holi terpenowych: cytronelolu i karweolu. Na podstawie uzyskanych wynikéw pokazano
jak bardzo wazne jest dobranie odpowiedniego induktora, ktéry moze réznorodnie
wplywa¢ na efektywnos¢ biokatalitycznej estryfikacji majacej przetozenie na optymali-
zacje procesu biotechnologicznego.

Woprowadzenie: Enzymy lipolityczne odgrywaja kluczowa role jako biokatalizatory
réznych reakcji chemicznych, przez co stanowia obiekt zainteresowania biotechnologow
i chemikow ze wzgledu na ich szerokie spektrum zastosowania w przemysle oraz opta-
calno$¢ itatwo$¢ w uzyciu. Mozna je pozyska¢ z réznych zrodet, jednak najbardziej
pozadane i najczesciej stosowane sg te produkowane przez mikroorganizmy [1]. Enzym
zwigksza swoja aktywno$¢ poprzez dziatanie czasteczki induktora lub substratu na eks-
presje genow [2]. Lipazy nalezg do klasy hydrolaz, charakteryzuja si¢ wysoka selektyw-
noscig i specyficznoscig oraz posiadajg zdolno$¢ do utrzymania wysokiej aktywno$ci
katalitycznej zaro6wno w $rodowiskach wodnych jak i niewodnych, co wskazuje na sze-
rokie mozliwosci zastosowania tych enzymow [3]. Szczegblne znaczenie przemystowe
biokatalizatory te odgrywaja w reakcji estryfikacji alkoholi z kwasami tluszczowymi
oraz hydrolizy wigzan estrowych. Za ich pomoca mozna przeprowadzi¢ syntez¢ estrow
terpenowych wykorzystywanych w réznych gateziach przemystu, od spozywczego do
farmaceutycznego [4]. Aktualnie nie przeprowadza si¢ za wiele badan dotyczacych bio-
katalizatorow reakcji alkoholi drugorzedowych. Celem niniejszej pracy bylo zbadanie
roznego rodzaju induktoréw lipaz (Span’ow i Tween’0w) na aktywno$¢ biokatalityczna
liofilizowanej grzybni nitkowatej w reakcji estryfikacji alkoholi terpenowych.

Czes¢ eksperymentalna: Przeprowadzono badanie majace na celu okreslenie wpltywu
induktorow lipaz na zdolnosci katalityczne grzybni nitkowatej Cladosporium cladospo-
rioides. Do$wiadczenie zostalo rozpatrzone pod katem aktywnosci biokatalitycznej
w reakcji estryfikacji dwoch alkoholi terpenowych, I-rz— cytroneloluoraz 11-rz. karweo-
lu. Do badania wykorzystano psychrotrofowy szczep C. cladosporioides 01, ktory wyi-
zolowany zostal z gleby zachodniego wybrzeza Norwegii — Spitzbergenu. W do$wiad-
czeniu wykorzystano podloze A 0 sktadzie: ekstrakt drozdzowy (1 g/L); (NH4),SO,
(5 g/L); K;HPO, (1 g/L); MgSO, - 7 H,0O (0,2 g/L); induktor (7 g/L). Badanymi indukto-
rami byly: Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 65, Tween 80, Tween 85, Span 20,
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Span 40, Span 60, Span 65, Span 80 iSpan85. W probie kontrolnej do podtoza
w miejsce induktora dodano oliwe z oliwek (10 g/L); podtoza uzupetniano weglanem
wapnia CaCO; (5 g/L).Warto§¢ pH gotowego podloza ustalono na 6,0. Kazdy
z induktorow dodawano do oddzielnej kolby Erlenmeyera o poj. 300 mL w ilosci 0,7 g
wraz ze 100 mL podloza A. Rozpuszczenie induktorow przeprowadzono
w ultradzwigkowej tazni wodnej po czym kolby z podtozem wyjatowiono w autoklawie.
Do kazdej z kolb Erlenmeyera z podtozem A jatowo dodawano po 4 mL inokulum. Ho-
dowle prowadzono przez 5 dni na wytrzasarce przy obrotach 160 rpm i w temperaturze
20°C. Uzyskana biomase przesaczono oddzielnie dla kazdej proby na lejku z saczkiem
materiatowym, zamrozono przez noc W temp. -20°C przez 24 h, po czym liofilizowano
przez dobe. Po liofilizacji biomasg¢ roztarto na jednorodny proszek przy uzyciu mozdzie-
rza. Nastgpnie grzybnie wykorzystano jako biokatalizator w procesie estryfikacji alkoho-
li terpenowych. Do przeprowadzenia reakcji estryfikacji uzyto kolb Erlenmeyera o obje-
tosci 25 mL. Do kazdej proby dodano po 100 mg biokatalizatora, 5 mL heksanu, odpo-
wiedniej iloci substratow reakcji (cytronelol lub karweol i kwas octowy lub laurynowy),
tak aby ich stezenie wynosito 50 mM. Estryfikacje prowadzono w termostacie w temp.
40°C, bez wytrzgsania. Po uptywie 6 i 24 godzin pobrano probki do okreslenia wydajno-
sci reakcji. Do analizy iloSciowej wykorzystano metod¢ chromatografii gazowej przy
uzyciu aparatu Chromopack 3380 firmy Varian z detektorem ptomieniowo-jonizujacym
(FID). Urzadzenie wyposazone byto w kolumne o wymiarach: 30 m — dtugos¢; 0,25 mm
— érednica, z fenylometylosilikonows faza stacjonarng o grubosci 0,25 um. Gazem no-
$nym o szybkosci przeptywu 1 mL/min byt hel. Probki do analizy zawieraty: 900 pL
heksanu i 100 pL. mieszaniny poreakcyjnej. Analize prowadzono wedtug nastepujacego
programu temperaturowego: dozownik 270°C, kolumna 100°C przez 1 min, nastepnie
wzrost temperatury w tempie 4°C/min do 145°C (1 min). Nastepnie dalszy wzrost
w tempie 20°C/min do 280°C (1 min). Temp. detektora 300°C. W celu obliczenia wy-
dajnosci reakcji estryfikacji uzyto wartosci pdl powierzchni pikéw substratu oraz pro-
duktu na otrzymanych chromatogramach. Wyniki przedstawiono jako procentowa kon-
wersje molowg alkoholu terpenowego do odpowiedniego estru.

Wyniki: Zastosowanie Span'ow jako induktoréw enzymatycznych miato zréznicowany
wpltyw na wyniki estryfikacji. Estryfikacja karweolu przy uzyciu grzybni hodowanej
z dodatkiem Span 80 i Span 85 przebiegata z wyzsza wydajnoscia niz estryfikacja kata-
lizowana przez grzybni¢ z podtoza kontrolnego (Rys. 1C i1D). Wykorzystanie tych
zwigzkow zwigkszylo zatem aktywno$¢ katalityczng grzybni wobec alkoholu drugorze-
dowego. Wydajnos¢ estryfikacji cytronelolu — alkoholu pierwszorzedowego z kwasem
laurynowym byta zblizona do kontroli, jednak Span 20 znaczaco obnizyt wydajno$¢
reakcji (Rys. 1A i 1B). Uktady estryfikacji z udziatem grzybni hodowanej z dodatkiem
Span’ow wykazaty nizsza wydajno$é w pordwnaniu do kontroli, a niektére Spany cat-
kowicie zahamowaty aktywnos¢ katalityczng grzybni wobec alkoholu drugorzedowego.
Wiekszo$¢ Tween'ow zwicksza wydajnos¢ estryfikacji (jest to szczegdlnie widoczne po
6 godzinach biokatalizy), w poréwnaniu z kontrola (Rys 2.). Po 24 godzinach réznica ta
maleje dla uktadow z alkoholem pierwszorzgdowym, ale estryfikacja karweolu pozostaje
wyzsza niz W probie kontrolnej. Nie wszystkie Tween'y skutkuja wzrostem aktywnosci
katalitycznej grzybni: na przyktad Tween 65 i Tween 80 obnizaja ja we wszystkich ba-
danych uktadach. W ukladzie z cytronelolem i kwasem laurynowym Tween'y: 20, 40, 60
i 85 utrzymujg podobna wydajnos¢ po 6 i24 godzinach, jednak w przypadku kwasu
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octowego wystepuje znaczne zrdznicowanie. Z kolei Tween 85 wykazuje dziatanie dwu-
torowe w indukcji estryfikacji alkoholu drugorzedowego. Z jednej strony zastosowanie
go whodowli powoduje zwigkszenie aktywno$ci grzybni w estryfikacji karweolu
i kwasu laurynowego w poréwnaniu z probg kontrolna, a z drugiej strony hamuje on
aktywnos$¢ grzybni w estryfikacji alkoholu z kwasem octowym (Rys. 2). Zastosowanie
Tween'ow jako induktorow widocznie zwigkszyto wydajnos¢ poszczegdlnych uktadow
reakcji w poréwnaniu do Span'éw, zwlaszcza w przypadku reakcji cytronelolu z kwasem
octowym. Wykorzystanie Tween'éw do indukcji aktywnosci estryfikacyjnej grzybni C.
cladosporioides wyraznie zwickszyto wydajno$¢ estryfikacji juz po 6 godzinach reakcji,
gdzie uzycie Span'ow spowodowato jej zauwazalne zmniejszenie. Wydajnos¢ estryfika-
cji zwykorzystaniem grzybni indukowanej Tween'ami byla znacznie wyzsza
w przypadku alkoholu drugorzedowego, gdzie wydajno$¢ wzrosta czterokrotnie.
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Rys. 1. Wydajnos¢ reakcji estryfikacji alkoholi terpenowych z uzyciem grzybni C. cladosporioides hodowanej
na podlozach z Span’ami jako induktorami aktywnosci lipolitycznej A) estryfikacja cytronelolu z kwasem
laurynowym, B) cytronelolu z kwasem octowym, C) karweolu z kwasem laurynowym, D) karweolu z kwasem
octowym.
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Rys. 2. Wydajnos¢ reakcji estryfikacji alkoholi terpenowych z uzyciem grzybni C. cladosporoides hodowanej
na podiozach z dodatkiem Tween’6w jako biokatalizatora reakcji estryfikacji A) cytronelolu z kwasem laury-
nowym, B) cytronelolu z kwasem octowym, C) karweolu z kwasem laurynowym, D) karweolu z kwasem
octowym.

Whioski: Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze rdznice W efektywnosci
katalitycznej grzybni C. cladosporioides sa bezposrednio zwigzane z wyborem induktora
enzymow lipolitycznych w hodowli grzyba. Dodatek Spanu 80 oraz Spanu 85 w roli
induktoré6w enzymatycznych ma pozytywny wplyw na cechy biokatalityczne grzybni
C. cladosporioides dla zwigkszenia wydajnosci reakcji estryfikacji alkoholu drugorze-
dowego. Wyniki badan wskazuja na to, ze Spany jako induktory syntezy enzymow lipo-
litycznych skutkuja niskg wydajnoscia reakeji estryfikacji alkoholu pierwszorzedowego
katalizowanej przez grzybnie C. cladosporoides. Z kolei dodatek Tweenu 40 oraz Twee-
nu 85 jako induktorow enzymatycznych poprawito wlasciwosci biokatalityczne grzybni
oraz wydajnos¢ estryfikacji zarowno alkoholu pierwszorzgdowego jak i drugorzgdowego
juz po uptywie zaledwie 6 godzin reakcji. Przeprowadzone badania sugeruja, ze odpo-
wiedni wybor induktora moze istotnie wplywac na proces estryfikacji, co ma znaczenie
w optymalizacji tych reakcji w przemysle.
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KOMPLEKSY KOBALTU I NIKLU Z KWASEM
FENOKSYOCTOWYM

G. TYNIECKA, PoIitechnikg Biatostocka, Wydzial Budownictwa i Nauk o Srodowi-
sku, Instytut Inzynierii Srodowiska i Energetyki, Katedra Chemii, Biologii
i Biotechnologii; ul. Wiejska 45E, 15-351 Biatystok

Abstrakt: W niniejszej pracy przedstawiono wyniki analizy FT-IR, ATR i UV-Vis
kwasu fenoksyoctowego oraz jego kompleksow z kobaltem i niklem.

Woprowadzenie: W ostatnich latach konsumenci stali si¢ niezwykle wymagajacy
i oczekujg od producentow, aby produkty przez nich wytwarzane byty najwyzszej jako-
$ci. Zdecydowanie chetniej siegaja po owoce i warzywa, ktore majg regularne ksztalty
i pigkne kolory oraz przede wszystkim nie sa uszkodzone przez owady.
Aby wyhodowa¢ tak idealne owoce iwarzywa potrzeba zabezpieczy¢ ro§liny przed
negatywnym wplywem chwastow i szkodnikow. W tym celu stosowane sg r6zne $rodki
ochrony- m.in. herbicydy. Herbicydy sa to $rodki chemiczne, ktore sg stosowane w celu
zatrzymania wzrostu i niszczenia niepozadanych roslin. Ich dzialanie polega na zaburze-
niu prawidtowego funkcjonowania rosliny poprzez zaktocenie przebiegu podstawowych
procesoéw fizjologicznych, takich jak oddychanie, fotosynteza, synteza biatek, metabo-
lizm kwasow nukleinowych itp. Herbicydy mozna sklasyfikowa¢ na wiele sposobow np.
ze wzgledu na budowe chemiczng substancji czynnej, mechanizm dziatania, sposob
whnikania, selektywnos¢, termin stosowania, a takze ze wzgledu na zwalczane chwasty
czy na ich formg¢ [1]. Bardzo wazne jest odpowiednie stosowanie herbicydow, zgodnie
z zaleceniami producenta. Niestosowanie si¢ do tych wytycznych moze mie¢ bardzo
powazne konsekwencje. Niewtasciwe stosowanie moze opdzni¢ wzrost roslin, powodo-
wac¢ ubytki w obsadzie plantacji lub nawet catkowicie zniszczy¢ uprawy i zanieczyscic
srodowisko. Do najczesciej popelnianych btedow uzytkowania §rodkdw ochrony roslin
mozna zaliczy¢ kontakt rosliny z herbicydem z plantacji sasiedniej, nie zachowanie
odpowiedniej przerwy miedzy nowym zasianiem a wczes$niejszym zastosowaniem $rod-
ka chwastobdjczego, uzycie herbicydow bez zwazania na warunki atmosferyczne (np.
przed ulewami czy w trakcie silnego wiatru) [2]. Oprocz wyzej wymienionych bledow
réwnie czgsto dochodzi do niewlasciwego dawkowania, ztego terminu aplikacji oraz
ztego rozpoznania chwastéw i W konsekwencji zastosowania nieodpowiedniego $rodka.
Jednymi  zchetniej  wykorzystywanych  substancji  czynnych  pestycydow
sa kwas fenoksyoctowy oraz jego chloropochodne takie jak kwas
4-chlorofenoksyoctowy (4-CPA), kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) oraz kwas
2,4,5-trichlorofenoksyoctowy (2,4,5-T) [3]. Sg one wykorzystywane do ochrony zboz,
kukurydzy, trawnikow isadow. Niestety nadmierne stosowanie  kwasu
2,4-dichlorooctowego spowodowato zwigkszenie poziomu jego pozostatosci w glebach
i wodach. 2,4-D moze by¢ absorbowany przez sktadniki gleby i osadow, a takze tworzy¢
kompleksy z metalami, powodujac zmiany w ich biodostepnosci[4]. Wg badan dziatanie
fitotoksyczne 2,4-D jest widoczne juz po 4h od zastosowania. Uszkodzona zostaje we-
wnetrzna struktura chloroplastow- dochodzi do rozpadui znieksztalcenia struktur syste-
méw blonowych komorek epidermy, palisady i mezofilu [5]. Oprécz dziatania toksycz-
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nego na komorki roslinne zaobserwowano réwniez wplyw na komorki zwierzece.
W literaturze  zagranicznej  pojawiaja  si¢  doniesienia, ze kwas 24-
dichlorofenoksyoctowy moze mie¢ powigzanie z choroba Hodkina (nowotworem we-
zow chionnych), chtoniakiem nieziarnicznym (NHL) i migsakiem tkanek migkkich [6].
Natomiast wg D.H. Garabranta i M.A. Philberta nie ma wiarygodnych wynikéw badan,

ktore jednoznacznie udowadniaja zalezno$¢ migdzy tymi kwasami a chorobami nowo-
tworowymi [7].

Czes¢ eksperymentalna: Kompleksy kwasu fenoksyoctowego z metalami- kobaltem
i niklem, zostaty zsyntetyzowane poprzez odwazenie ok 0,1g krystalicznego kwasu
fenoksyoctowego i rozpuszczenie nawazki W roztworze wodorotlenku sodu o stezeniu
0,1 mol/dm?® w iloéci stechiometrycznej 1:1. Nastepnie do roztworu dodano stechiome-
tryczng objetos¢ wodnego roztworu chlorku metalu. Mieszaning umieszczono
w inkubatorze z wytrzgsaniem na godzing, a nastgpnie odstawiono na kilka dni, w celu
stragcenia osadow. Nastepnie powstate osady przesaczono, przemywajac woda destylo-
wang i Wysuszono w temperaturze pokojowej. Widma UV rejestrowano na spektrofoto-
metrze UV/Vis DR 5000 dla metanolowych roztworéw kwasu fenoksyoctowego
i kompleksow z kobaltem i niklem o stezeniu 5-10™* mol/dm®. Analize struktury badane-
go kwasu ijego komplekséw wykonano przy uzyciu metod FT IR i ATR. Widma
W podczerwieni rejestrowano metodg transmisyjng z zastosowaniem matrycy KBr
w zakresie liczb falowych 4000- 400 cm™ oraz metoda ATR w zakresie liczb falowych
2000- 400 cm™ za pomoca spektrofotometru podczerwieni Alfa firmy Bruker.

Whyniki: Zarejestrowano widma UV-Vis metanolowych roztworéw kwasu fenoksyoc-
towego, fenoksyoctanu kobaltu i fenoksyoctanu niklu (Rys.1).
Maksima absorbancji obecne na widmach UV-Vis przedstawiono w Tabeli 1.

Kwas fenoksyoctowy Fenoksyoctan kebaltu Fenoksyoctan niklu

Rys. 1. Widma UV Vis kwasu fenoksyoctowego i jego kompleksu z kobaltem i niklem.

Tabela 1. Maksima absorbancji obecne na widmach UV-VIS kwasu fenoksyoctowego i jego kompleksow
z kobaltem i niklem.

[nm] Kwas fenoksyoctowy Kompleks z kobaltem Kompleks z niklem
Amax1 218 223 222
Amax2 269 270 270
Amax3 276 277 277
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Na widmie elektronowym kwasu fenoksyoctowego w zakresie $wiatta UV (Rys.1) zaob-
serwowano trzy pasma, ktorych maksima potozone sa przy dtugosci fali 218 nm, 269 nm
i276 nm (Tabela 1). Pasma te zwiazane sa Zz przejSciem elektronowym n—m*
W pier§cieniu aromatycznym ligandu. W kompleksach z kobaltem i niklem zaobserwo-
wano nieznaczne przesuni¢cia batochromowe (w kierunku fal dhuzszych) wszystkich
trzech pasm. Moze to swiadczy¢ o stabilizujagcym efekcie jonow metali na uktad aroma-
tyczny kwasu fenoksyoctowego. Zarejestrowane zostaty rowniez widma FTIR oraz ATR
kwasu fenoksyoctowego, fenoksyoctanu kobaltu i fenoksyoctanu niklu (Rys.2). Warto$ci
liczb falowych i intensywno$ci wybranych pasm obecnych na widmach FTIR i ATR

przedstawiono w Tabeli 2.

Rys. 2. Widma FTIR (po lewej) i ATR (po prawej) kwasu fenoksyoctowego (a) i jego kompleksu z kobaltem

Tabela 2. Wartoéci liczb falowych oraz intensywnosci wybranych pasm w widmach kwasu fenoksyoctowego,

fenoksyoctanu kobaltu i fenoksyoctanu niklu.

(b) i niklem (c).

Kwas fenoksyoctowy Kompleks kobaltu Kompleks niklu
IRkgr IRATR IRker IRATR IRker IRATr | Przypisanie

2923 M 2923 M 2915 W VCH,

1737 M 1731 M vC=0

1595 M 1597 W 1586 S 1598 W 1598 S 1572 S vC=C
1452 M 1443 M vC-C

1436 M 1439 M 1433 S 1432 W 1431 M 1435 S 3C-H
1346 M 1344 W 1334 M 1338 M vC-O

1300 M BOH
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Widma FTIR i ATR dla kwasu fenoksyoctowego ijego kompleksow z kobaltem
i niklem przedstawiono na Rys.2. Poréwnujac wyniki uzyskane dla fenoksyoctanu ko-
baltu i fenoksyoctanu niklu z wartosciami odpowiednimi dla czystego kwasu fenoksyoc-
towego, mozna zauwazy¢ zmiany intensywnosci i dtugosci fal pasm uktadu aromatycz-
nego i grupy karboksylowej (Tabela 2). Wyraznie wida¢ pasma charakterystyczne dla
kwasu, ktore nie pojawiajg si¢ na widmach komplekséw (drgania vC=0 1731-1737 oraz
BOH 1300). Natomiast na widmach kompleksow z kobaltem i niklem pojawiajg si¢ no-
we pasma 1443-1455 vC-C oraz 1334-1344 vC-O, ktore sa obecne tylko w widmach
kompleksow.

Whioski: Zastapienie wodoru metalami- kobaltem i niklem w czasteczkach kwasu feno-
ksyoctowego powoduje istotne zmiany w strukturze badanych czasteczek. Zaobserwo-
wano pojawianie si¢ dodatkowych pasm na widmach FTIR oraz ATR oraz zanik niekto-
rych pasm charakterystycznych dla czgsteczki czystego kwasu. Zaobserwowano rowniez
ze, pasma na widmach elektronowych fenoksyoctanu kobaltu ifenoksyoctanu niklu
przesuwajg sie¢ W kierunku wartosci wyzszych, w poréwnaniu z widmem elektronowym
czystego kwasu fenoksyoctowego.
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BADANIE REAKCJI KOMPLEKSOWANIA W UKLADZIE
URYDYNO-5’-DIFOSFOGLUKOZA, JONY MIEDZI(II)

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

Abstrakt: W pracy badano reakcje kompleksowania w uktadzie podwojnym: jony mie-
dzi(Il), urydyno-5’-difosfoglukoza w stosunku molowym metalu do liganda 1:1 oraz 1:2.
Przeprowadzone badania potencjometryczne umozliwity peing charakterystyke tworza-
cych si¢ w badanym uktadzie form kompleksowych. Wyznaczono ogdlne stale trwatosci
(logp), state rownowag reakcji tworzenia (logKe) oraz pH dominacji komplekséw. Bada-
nia spektroskopowe pozwolilty na okreslenie sktadu wewnetrznej sfery koordynacyjnej
badanych zwigzkéw kompleksowych oraz na wyznaczenie typoéw chromoforow
w badanym uktadzie.

Woprowadzenie: Jony miedzi(Il) wystepuja W organizmie cztowieka w $ladowych ilo-
Sciach, jednak sg one niezbgdne do jego prawidlowego funkcjonowania. Glownym Zro-
diem jonéw miedzi(IT) w codziennej diecie sa np. skorupiaki, podroby, orzechy suszone
owoce, a takze awokado i czekolada [1-3]. Jony miedzi(Il) petnig rolg kolatorow wielu
biatek, odgrywajacych kluczowa role w procesie wytwarzania energii, obrony antyoksy-
dacyjnej oraz metabolizmie oksydacyjnym. Ponadto jony miedzi(II) biora udzial
W metabolizmie lipoprotein oraz stanowig centra aktywne wielu enzymow takich jak:
oksydaza cytochromowa c, tyrozynaza czy oksydaza lizylowa [4-6]. Zar6wno niedobor,
jaki i nadmiar jonow miedzi(Il) moze przyczynia¢ si¢ do wystapienia réznych schorzen
i chordb, m.in.: choroba Hodgkina, choroba Menkesa, anemia, osteoporoza czy biatacz-
ke szpikowg oraz nadczynnos¢ tarczycy [4,7]. Cukrowe pochodne nukleozydéow mozna
podzieli¢ na cukrowe pochodne monofosforanéw nukleozydu oraz cukrowe pochodne
difosforanéw nukleozydu [8]. Urydyno-5’-difosfoglukoza (UDP-Glc, Rys. 1) jest nie-
zbedna do przeprowadzenia niektorych proceséw w organizmie, m., in.: syntezy gliko-
genu, sacharozy i glikoprotein, produkcji kolagenu, a takze syntezy kwasu urydyno-5’-
difosfoglukuronowego. Dodatkowo stwierdzono, ze urydyno-5’-difosfoglukoza jest
donorem glikozylu w syntezie glikanow [9-10].

6 CH,0H

OH OH
Rys. 1. Wzor strukturalny urydyno-5’-difosfoglukozy (UDP-GIc).
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Czes$¢ eksperymentalna: Badania potencjometryczne w uktadzie Cu(II)/UDP-Glc pro-
wadzono w §cisle okre$lonych warunkach temperatury, przy stale sile jonowej oraz
W obecno$ci gazu obojetnego. Kazda seri¢ miareczkowan poprzedzono kalibracja pH-
metru wykorzystujac dwa roztwory buforowe: wodoroftalanu potasu (pH=4,002) oraz
boraksu (pH=9,225). Pierwszy etap badan obejmowal wyznaczenie statych protonacji
liganda. W tym celu przygotowano seri¢ probek, w ktorych stezenie liganda wynosito
0,0005 mol/dm®. W kolejnym etapie przygotowano serie probek dla badanego ukladu,
gdzie stezenie metalu i liganda w przygotowanych probkach wynosito 0,0005 mol/dm®,
a stosunek molowy metalu do liganda wynosit 1:1 i 1:2. Probki miareczkowano za po-
moca roztworu NaOH o stezeniu 0,1984 mol/dm®, w zakresie pH od 2,5 do 11,0. Otrzy-
mane wyniki poddano analizie komputerowej z wykorzystaniem programu Hyperqu-
ad2008. Dla badanego uktadu przeprowadzono seri¢ badan spektroskopowych UV-Vis
oraz EPR, na podstawie ktérych okreslono typy chromoforow oraz sktad wewngtrznej
sfery koordynacyjnej.

Whyniki: Analiza danych uzyskanych z badan potencjometrycznych potwierdzata wyste-
powanie w uktadach form: ML, MLH, oraz ML(OH),. Dla tworzacych si¢ w uktadach
form kompleksowych wyznaczono ogdlne state trwatosci (logp) oraz state rownowag
reakcji tworzenia (logKe), a takze zaproponowano ich reakcje tworzenia (Tabela 1).

Tabela 1. Ogolne state trwatosci (logf), state rOwnowag reakcji tworzenia (logKe) oraz reakcje tworzenia
kompleksow w badanych uktadach.

Kompleks logp Reakcja LogKe
Cu(UDP-Glc) 8,50(5) Cu®* + UDP-Glc & Cu(UDP-Glc) 8,50
Cu(UDP-Glc)H 13,81(4) Cu?* + (UDP-GIc)H £ Cu(UDP-Glc)H 4,13
Cu(UDP-GIc)Hs 20,35(5) Cu(UDP-GIc)H + 2 H* & Cu(UDP-Glc)H, 6,54
Cu(UDP-GIc)(OH), | -5,93(7) Cu(OH), + UDP-Glc £ Cu(UDP-GIc)(OH), 7,20
Cu(UDP-Glc)(OH)s | -16,27(9) | Cu(UDP-Glc)(OH); + H,0 2 Cu(UDP-GIc)(OH); + H*| 3:43

Na podstawie otrzymanych wynikow sporzadzono krzywe dystrybucji form powstaja-
cych w badanych uktadach (Rys. 1a i 1b). W uktadzie réwnomolowym pierwszy kom-
pleks Cu(UDP-Glc) zaczyna tworzy¢ sie od pH ok. 2,5, osiggajac swoje maksimum przy
pH ok. 6,5 i wigzgc ok. 85% jondéw miedzi(Il). Drugim zwigzkiem powstajgcym w tym
uktadzie jest Cu(UDP-GIc)(OH),. Kompleks ten taczy ok. 90% jonow Cu(Il), a swoje
maksimum osiaga przy pH ok. 8,5. Ostatni kompleks tworzacy si¢ W uktadzie rownomo-
lowym Cu(UDP-GIc)(OH); osiaga swoje maksimum poza badanym zakresem pH, wig-
zac ok. 60% jonow miedzi(Il) przy pH=11,0. Proces kompleksowania w ukladzie
z nadmiarowa iloscig liganda rozpoczyna si¢ juz przy pH ponizej 2,5. Kompleks
Cu(UDP-GIc)H; obserwowany jest juz w ukladzie przy ponizej pH=2,5 wiazac ok.
95% jondéw Cu(Il). Drugi kompleks Cu(UDP-GIc)H dominuje w uktadzie w przedziale
pH ok. 4,5-8,5 i taczy ok. 85% jondéw miedzi(II).
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Rys. 1. Krzywe dystrybucji form w uktadach: a) Cu(II)/UDP-Glc 1:1, b) Cu(I1)/UDP-GIc 1:2.

Whioski: Na podstawie przeprowadzonych badan potencjometrycznych i analiz otrzy-
manych wynikéw okreslono formy kompleksowe wystepujace W badanych uktadach.
Wykazano istnienie form kompleksowych typu MLH,, ML oraz ML(OH),. Przeprowa-
dzono charakterystyke otrzymanych zwigzkow kompleksowych: wyznaczono ogolne
stale trwalos$ci (logf) oraz state rownowag rekcji tworzenia (logKe). Dla badanych ukta-
dow wykreslono krzywe dystrybucji form, na podstawie ktorych okreslono procentows
zawarto$¢ jonow miedzi(Il) dla kazdej z tworzacych si¢ form kompleksowych oraz pH
ich dominacji. Na podstawie wynikow otrzymanych z badan spektroskopowych wyzna-
czono typy chromoforow, a takze okreslono sktad wewnetrznej sfery koordynacyjnej
w badanych zwiazkach kompleksowych.
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WPLYW pH NA TWORZENIE ZWIAZKOW
KOMPLEKSOWYCH W UKLADZIE BINARNYM JONOW
MIEDZI(11) Z ADRENALINA W ROZTWORZE WODNYM

P. SADOWSKA, R. BREGIER-JARZEBOWSKA, R. JASTRZAB, Uniwersytet im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydzial Chemii, Zaktad Chemii Koordynacyjnej, ul.
Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614 Poznan

Abstrakt: Badano reakcje kompleksowania w roztworze wodnym w uktadzie binarnym
jonéw miedzi(I) z adrenaling w stosunkach molowych metalu do liganda 1:1, 1:2 i 1:4.
Na podstawie komputerowej analizy danych potencjometrycznych,
z wykorzystaniem programu komputerowego HYPERQUAD, wyznaczono sktad
i warto$ci ogolnych statych trwatosci (logp) oraz wartosci statych rownowagi reakcji
tworzenia (logK.) komplekséw powstajacych w uktadzie Cu(II)/Adr. Analiza parame-
trow spektroskopowych Vis pozwolita okresli¢, ktore atomy donorowe liganda biorg
udziat w oddziatywaniach.

Whprowadzenie: Adrenalina (Adr) (Rys.1.) znana takze jako epinefryna, nalezy do kate-
cholamin, ktore stanowia grupg zwigzkow organicznych o kluczowym znaczeniu dla
organizmow zywych [1,2]. Adrenalina to hormon produkowany w rdzeniu nadnerczy,
petnigcy istotna rolg jako neuroprzekaznik w o$rodkowym uktadzie nerwowym [3].
Epinefryna ma wplyw na prawie wszystkie tkanki ciata. Jest odpowiedzialna za zwigk-
szanie czestosci akcji serca, utatwia przeptyw krwi do mieéni i mézgu, rozluznia miesnie
gtadkie oraz zwicksza poziom cukru we krwi powodujgc przyspieszenie oddechu [3,4].
Stwierdzono takze, ze zmniejszenie stezenia adrenaliny w organizmie przyczynia si¢ do
wystepowania chorob Alzheimera i Parkinsona [3].

OH

HO N
~

HO

Rys. 1. Wzor strukturalny adrenaliny.

Na dziatanie bioligandéw znaczny wptyw maja ich interakcje z obecnymi w organi-
zmach zywych jonami metali, stad duze znaczenie przypisuje si¢ badaniom, na poziomie
komoérkowym, tego typu oddziatywan [5,6]. Istotng role z biologicznego punktu widze-
nia przypisuje si¢ jonom miedzi(Il) stanowiagcym centra aktywne szeregu enzymow
uczestniczacych na przyktad w biosyntezie neuroprzekaznikow czy oddychaniu komor-
kowym [7]. Co wiecej, jony miedzi(ll) uwazane za kwasy Lewisa, chetnie tworzg kom-
pleksy z ligandami posiadajacymi donorowe atomy azotu i tlenu, takimi jak np. katecho-
laminy [8,9]. Zwiazki kompleksowe adrenaliny z jonami Cu(Il), moga by¢ uzytecznymi
uktadami modelowymi pozwalajacymi na uzupelnienie informacji dotyczacych reakcji
kompleksowania jonow metali przez katecholaminy, co z kolei moze przyczyni¢ sie do
lepszego zrozumienia procesow zachodzacych w organizmach zywych [10].
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Czes¢ eksperymentalna: Do przeprowadzenia badan potencjometrycznych wykorzy-
stano zestaw Metrohm 702SM Titrino z autobiuretg oraz elektrodg szklang kombinowa-
ng. Przed kazda serig pomiaréw wykonywano kalibracj¢ pH-metru stosujac bufor ftala-
nowy (pH=4,01) i boraksowy (pH=9,22). Pomiary przeprowadzono w zakresie pH od
2,5 do 11,0 przy statej sile jonowej p=0,1 M (KNOs), w temperaturze 20°C (£0,1°C)
oraz w atmosferze gazu oboje¢tnego (Argon). Stezenie titranta (NaOH) wynosito
0,19565 mol/dm®, a jonow miedzi(Il) w probkach 0,001 mol/dm®.  Stosunek stezen
jonéw miedzi(Il) i adrenaliny wynosit 1:1, 1:2 oraz 1:4. Sktad i warto$ci ogdlnych sta-
tych trwatosci (logf) form tworzacych si¢ w badanym uktadzie wyznaczono na podsta-
wie komputerowej analizy danych potencjometrycznych (program HYPERQUAD).
Probki do badan spektroskopowych Vis przygotowano W analogicznych stezeniach, jak
w badaniach potencjometrycznych i wykonano je przy uzyciu spektrofotometru Thermo
Fisher Scientific Evolution 300 w zakresie 400-900 nm, przy pH dominacji poszczeg6l-
nych kompleksow.

Wyniki: W uktadzie Cu(l1)/Adr w stosunkach molowych metal : ligand = 1:1, 1:2 oraz
1:4 ustalono tworzenie si¢ zaré6wno komplekséw protonowanych, jak i prostych.
W stosunku molowym 1:1 w uktadzie obecne sg formy CuH(Adr), Cu(Adr) i Cu(Adr),,
aw 1:2 rowniez CuH,(Adr), CuH,(Adr), i CuH(Adr),. Natomiast w stosunku M:L = 1:4
nie stwierdzono tworzenia si¢ kompleksu Cu(Adr). Wartosci ogdlnych statych trwatosci
(logp) oraz statych réwnowagi reakcji tworzenia (logK,) powyzszych kompleksow
przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Warto$ci ogdlnych statych trwatosci (logp) oraz statych rownowagi reakcji tworzenia (logKe)
w uktadzie Cu(II)/Adr.

Kompleks Stosunek molowy 1:1 Stosunek molowy 1:2 | Stosunek molowy 1:4
logp logKe logp logKe logp logKe
CuH,(Adr) - - 27,53(2) 6,00 26,92(7) 5,39
CuH(Adr) 22,26(1) 10,54 22,30(2) 10,58 22,31(1) 10,59
Cu(Adr) 15,00(2) 15,00 15,76(8) 15,76 - -
CuH,(Adr), - - 42,24(2) 19,94 42,26(2) 19,95
CuH(Adr), - - 33,38(3) 5,90 32,30(3) -
Cu(Adr), 24,05(5) 9,05 23,27(2) 7,51 21,84(2) -

109BH3(ad)=29,95; 10gH2(adn=21,53, 10gfHawn=11,72

Na podstawie krzywych dystrybucji (Rys. 2) wyznaczono wartos¢ pH dominacji kom-
pleksow w uktadzie. Pozwolito to na wykonanie badan spektralnych Vis (Tabela 2) dla
poszczegodlnych form i ustalenie dla nich typu chromoforu. W adrenalinie centrami do-
norowymi s, zgodnie z kolejnoscig deprotonacji, atom tlenu z jednej z grup hydroksy-
lowych przytaczonych do pierécienia benzenowego, atom azotu z tancucha bocznego
oraz atom tlenu z drugiej grupy hydroksylowej przy pierscieniu [1].
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Rys. 2. Rysunek przedstawiajacy krzywe dystrybucji oraz widma absorpcji form powstatych w uktadzie
Cu(I1)/Adr w stosunku M:L a) 1:1, b) 1:2, c) 1:4, gdzie: 1 — Cu?*, 2 - CuH(Adr), 3 - Cu(Adr),
4 — Cu(Adr),, 5 — CuHy(Adr), 6 — CuH,(Adr),, 7 — CuH(Adr),.

Tabela 2. Warto$ci parametrow spektroskopowych dla form tworzacych sie w uktadzie Cu(Il)/Adr.

Stosunek Amax [NmM] chromofor

Kompleks molowy pH
1:2 42 800

Cuby(Adr) 14 40 800 {0}
11 6,3 750

CuH(Adr) 1:2 59 745 {N, O}
1:4 5,7 750

Cu(Adr) 11 8,4 695 {N, O}
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CuHa(Adr), ii gg ggg {2N, 0.}
12 95 657
CuH(Adr), o o> > 2N, 0.}
11 105 ;
Cu(Adr), 12 105 655 {2N, 0.}
14 10,8 )

Whioski:. Stwierdzono, ze przy stosunku M:L = 1:2 tworzy si¢ najwiecej form kom-
plekséw i moze to by¢ najbardziej optymalny stosunek molowy do badania reakcji kom-
pleksowania miedzy jonami miedzi(Il) iadrenaling. Wraz z deprotonacja adrenaliny
obserwuje sic wlaczanie w koordynacje z Cu** kolejnych centrow aktywnych tego ligan-
da. Dla kompleksu protonowanego CuH,(Adr), logK=6.00, analiza wynikéw Vis wska-
zuje na obecnos$¢ chromoforu {O}, podczas gdy dla CuH(Adr), logK.=10,58, chromofo-
ru {N,O}. Wzrost wartosci statej rownowagi reakcji tworzenia dla formy Cu(Adr)
logKe=15,76 w stosunku do CuH,(Adr) i CuH(Adr) dowodzi, ze w oddziatywaniach
z jonami metalu uczestniczy kolejne centrum aktywne z czasteczki adrenaliny, chromo-
for {N,O,}. Natomiast poréwnanie wartosci statych roéwnowagi komplekséw Cu(Adr)
logKe=15,76 i Cu(Adr), logK.=7,51 sugeruje, ze druga czasteczka liganda koordynuje do
kotwicujacego Cu(Adr) w odmienny sposob tj. tylko przez atomy tlenu z grupy hydrok-
sylowej (podobnie jak w CuH,(Adr) logK.=6,00).
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POTENCJOMETRYCZNE ORAZ SPEKTROSKOPOWE
BADANIA ZWIAZKOW KOMPLEKSOWYCH AMPICYLINY

J. FRYMARK, M. ZABISZAK, R. JASTRZAB, Uniwersytet im. Adama Mickiewi-
cza w Poznaniu, Wydziat Chemii, Zaklad Chemii Koordynacyjnej, ul. Uniwersytetu
Poznanskiego 8, 61-614 Poznan

Abstrakt: Przeprowadzono badania reakcji kompleksowania w uktadach réwnomolo-
wych zawierajacych wybrane jony metali oraz ampicyling, reprezentujacg antybiotyk
p-laktamowy  zgrupy penicyliny. Poprzez  komputerowa analize danych
Z miareczkowania potencjometrycznego potwierdzono tworzenie si¢ zwigzkow kom-
pleksowych oraz wyznaczono ich ogdlne state trwatosci. Wykorzystujac metody spek-
troskopowe okreslono wewngtrzng sfer¢ koordynacyjng jonow metali w ich zwiazkach
z badanym antybiotykiem.

Woprowadzenie: Wspotczesnie, antybiotyki B-laktamowe pelnig kluczows role
w zwalczaniu infekcji bakteryjnych poprzez hamowanie biosyntezy $ciany komorkowej
bakterii. Ampicylina jest powszechnie stosowanym antybiotykiem
B-laktamowym z grupy penicylin charakteryzujaca si¢ szerokim spektrum dzialania,
jednakze jest podatna na dziatanie B-laktamazy [1-5]. W zwiazku ze swoja skutecznoscia
W leczeniu réznorodnych infekcji, w tym zakazen drog moczowych, zapalenia phuc czy
zatrucia pokarmowego, ampicylina pozostaje jednym z kluczowych lekow w terapii
antybiotykowej [3-5]. Problem rosnacej opornosci bakterii na powszechnie stosowane
antybiotyki staje si¢ coraz bardziej zauwazalny na calym $wiecie, zagrazajac skuteczno-
$ci stosowanych terapii. Oporno$¢ ta moze powodowac powazne komplikacje kliniczne
i ogranicza¢ skuteczno$¢ stosowanych antybiotykéw [6-8]. W tym kontekScie, istnieje
pilna potrzeba opracowania nowych strategii terapeutycznych, ktore mogg pomoc
W przezwyciezeniu tego problemu. Jedng z potencjalnych strategii jest wykorzystanie
jondéw metali o0 znaczeniu biologicznym i diagnostycznym do modyfikacji antybiotykow,
tworzgc z nimi zwigzki kompleksowe. Kompleksy te moga stanowi¢ innowacyjng barie-
r¢ ochronna, ktéra chroni antybiotyk przed dzialaniem enzymow, takich jak
B-laktamazy, odpowiedzialnych za rozwoj opornosci [9,10]. Badania potencjometryczne
oraz spektroskopowe zwigzkow kompleksowych ampicyliny moga dostarczy¢ istotnych
informacji dotyczacych ich struktury oraz stabilno$ci powstajacych kompleksow.

NI,
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Lottt

\“w

/\011
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Rys. 1. Wz6r strukturalny ampicyliny.
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Czes$¢ eksperymentalna: Badania potencjometryczne przeprowadzono za pomocg ze-
stawu Titrando 905 Metrohm wyposazonego W autobiuret¢ Dosino 800 z kombinowang
elektroda szklang. Pomiary potencjometryczne wykonano W $cisle kontrolowanych wa-
runkach temperatury (20=1°C) oraz w atmosferze gazu obojetnego (hel 5.0), przy stalej
sile jonowej p= 0,1 mol/dm® (KNO;). Stezenie jonéw metalu wynosito 0,001 mol/dm®,
a stosunek molowy jonéw metalu do ligandow w uktadach podwojnych byt 1:1. Sktad
oraz ogolne state trwato$ci tworzenia si¢ poszczegdolnych form kompleksowych obliczo-
no przy uzyciu komputerowej analizy danych otrzymanych w wyniku przeprowadzenia
serii miareczkowan potencjometrycznych w zakresie pH 2,5-11,0, wykorzystujac pro-
gram HYPERQUAD2008. Pomiary spektroskopowe przeprowadzono przy wartosciach
pH, wktorych dominowata dana forma kompleksowa. Badania UV-Vis wykonano
w zakresie 200-1000 nm na spektrofotometrze ThermoFisher Scientific Evolution 300,
stezenie jonow metalu wynosito 0,001 mol/dm®. Badania IR wykonano na spektrofoto-
metrze FT-IR INVENIO R Bruker w probkach stezenie antybiotyku wynosito
0,05 mol/dm®. Badania CD zostaly przeprowadzone na spektrofotometrze J810 JASCO,
astezenie liganda w probkach wynosito 0,0001 mol/dm®. Natomiast badania lumine-
scencyjne zostaly wykonane na spektrofluorymetrze RF-6000 Shimadz, a stezenie jonow
metalu wynosito 0,001 mol/dm?®.

Wyniki: Na podstawie danych uzyskanych z serii miareczkowan potencjometrycznych
ampicyliny z jonami metali blokow s (Mg, Ca, Sr), d (Cu, Ni, Co) i f (Nd, Eu, Tb) okre-
slono ogodlne state trwatosci (logf) oraz state rownowagi reakcji chemicznych (logKe)
(Tab. 1).

Tabela 1. Ogdlne warto$ci stalych trwatosci (logf) oraz stale rownowagi reakcji chemicznych (logKe)
dla kompleksow.

Mg(Il) Ca(ll) Sr(11)
Forma kompleksowa o0 09K logp ook o9 ook
MHAmMp 9,85(5) 2,75 9,68(3) 2,58 9,75(1) 2,57
MAmp 3,60(2) 3,60 - - 2,60(7) 2,60
M(Amp)(OH) - - - -8,56(5) 2,60
Cu(lh Ni(ll) Co(ll)
logp logKe logp logKe logp logKe
MHAmMp 10,35(4) 3,26 10,91(2) 3,82 9,99(6) 2,90
MAmp 523(5) 5,23 3,86(1) 3,86 3,12(6) 3,12
M(Amp)(OH) 0,29(2) 883 -6,21(1) 3,70 - -
M(Amp)(OH), -7,48(33) 5,99 - - -14,88(8) 12,66
M(Amp)(OH); -18,67(4) 2,58 - -25,33(4) 3,32
Nd(II1) Eu(lll) Th(11)
logB logKe logp logKe logB logKe
MHAmMp 10,303) 3,21 11,22(2) 412 10,28(2) 3,18
MAmp 3,28(2) 328 - - - -
M(Amp)(OH); - - -21,11(4) 20,20 -20,95(1) 20,36
M(Amp) 747(3) 747 - -

Ponadto dla badanych uktadow wykre$lono krzywe dystrybucji poszczegolnych form
kompleksowych (Rys. 2.), a nastepnie na ich podstawie ustalono warto$ci pH dominacji
dla poszczegdlnych form, co stanowito punkt wyjscia do badan spektroskopowych.
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Rys. 2. Krzywa dystrybucji form kompleksowych uktadzie: a) Mg(11)/Ampicylina;

b) Cu(l1)/Ampicylina; c) Tb(llI)/Ampicylina.

Zastosowano kilka niezaleznych metod spektroskopowych (UV-Vis, IR, CD, EPR, lu-

minescencja)

(Rys.

3-4) wecelu potwierdzenia

procesu

kompleksowania

i zidentyfikowania wewnetrznej sfery koordynacyjnej wybranych form kompleksowych.
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Rys. 3. Widma UV-Vis badanych form kompleksowych w uktadzie jony miedzi(Il)/ampicylina.
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Rys. 4. Widma emisji badanych form kompleksowych w uktadzie jony europu(Ill)/ampicylina.

Whioski: W uktadach podwdjnych ampicyliny z wybranymi jonami metali zaobserwo-
wano tworzenie si¢ kompleksow o odmiennej sferze koordynacyjnej jonow metali. Przy
zastosowaniu technik spektroskopowych zidentyfikowano sktad oraz wewnetrzng sfere
koordynacyjng dla poszczegolnych jonow metali.
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SYNTEZA I WEASCIWOSCI KOMPLEKSUJACE
POCHODNYCH PORFIRYNY

J. BARANSKA, K. KORONIAK-SZEJN, M. ZABISZAK, R. JASTRZAB, UAM,
Wydziat Chemii, Zaktad Chemii Koordynacyjnej, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8,
61-614 Poznan

Abstrakt: W badaniach nad systemami opartymi na kompleksowaniu porfiryn
w ostatnich latach doszto do znacznego rozwoju W syntezie i zastosowaniu tych zwigz-
kow. Porfiryny znalazly praktyczne zastosowanie W dziedzinach takich jak medycyna,
przemyst, botanika i kataliza. W kontekscie rozwoju medycyny staty si¢ obiecujacymi
narz¢dziami  do  obrazowania  w celach monitorowania  diagnostycznego
i terapeutycznego [1]. Ze wzglegdu na ich niska toksycznos¢ w warunkach pozbawionych
$wiatta oraz kontrolowalne wlasciwosci fotofizyczne, takie jak dlugosé fali absorpcji
i emisji, powierzchowna derywatyzacja i doskonata detekcja komorek nowotworowych,
zostaly one wykorzystane w technikach obrazowania, takich jak obrazowanie fotoaku-
styczne (PAI), rezonans magnetyczny (MRI), radiografia rentgenowska i obrazowanie
fluorescencyjne.

Woprowadzenie:  Porfiryny  odgrywaja  bardzo  wazna role  w procesach
zyciowych, poniewaz wystepuja W hemoglobinie u zwierzat i w chlorofilu u ros$lin.
Porfiryny znalazly swoje zastosowanie w réznych dziedzinach: medycyna, kataliza,
przemyst, botanika. Wraz z rozwojem medycyny zwiazki te staty si¢ obiecujagcymi na-
rzedziami obrazowania do celow monitorowania diagnostycznego i terapeutycznego.
Obecnos¢ atomdéw azotu W strukturze rdzenia porfiryny umozliwia selektywne chelato-
wanie jondOw metali oraz sprzgganie polimerow i liposoméw. Najcze$ciej stosowanymi
srodkami kontrastowymi sg kompleksy z jonami metali, ktore majg duzy moment ma-
gnetyczny tj. gadolin. Srodki kontrastujace z paramagnetykami, uzywane w diagnostyce
MIR, stuzg do badan naczyn krwionosnych, rdzenia kregostupa, jak i do wykrywania
nieprawidlowosci struktury moézgu. Natomiast jony wapnia pelnig rol¢ budulcowa
i motoryczng organizmu, jak rowniez biorg udzial w regulowaniu gospodarki hormonal-
nej i nerwowej, Rys. 1 [1].

a) b)

Rys. 1. Struktura zwiazkow kompleksowych z jonami: a) gadolinu(lIl) b) wapnia.
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Czes$¢ eksperymentalna: Celem pracy byta synteza pochodnej porfiryny, 5,10,15,20-
tetrafenylo porfiryny, w ktorej pierscienie fenolowe zostaty podstawione w4 pozycje
mezo pierScienia porfirynowego. Czasteczka ta zostata otrzymana metoda ,.zielonej
chemii”. Mieszanina reakcyjna zawierata: 500 ml metanolu, 250 ml wody destylowanej,
20 ml stezonego kwasu chlorowodorowego, 1,02 ml benzaldehydu i 694 ul pirolu,
areakcja prowadzona byta przez 2 h. Poczatkowo barwa roztworu jest celista
i obserwowane jest stracenie osadu W tym samym kolorze. Stopniowo roztwor i osad
staja si¢ coraz ciemniejsze, przyjmujac intensywny pomarafnczowy kolor. Powstaty osad
zostal oddzielony od roztworu poprzez saczenie pod zmniejszonym cisnieniem. Nastep-
nie osad jest umieszczany w Kkolbie i rozpuszczany w 100 ml DMF, dodaje si¢ do niego
szczypte krzemionki i odparowuje do catkowitego wyschnigcia na wolnoobrotowej wy-
parce. Tak odparowany zwigzek umieszczono na kolumnie chromatograficznej
i oczyszczano z uzyciem eluentu chlorek metylenu : heksan 12:1. Pozadana frakcja ma
fioletowo-r6zowy kolor. Wszystkie frakcje o tym kolorze potaczono, a nastepnie odpa-
rowywano na wyparce wolnoobrotowej. Masa otrzymanego zwiazku (kolor fioletowy)
wyniosta 100 mg, co odpowiada wydajnosci 3,7 %.

R R

Y )
D.() —

e~

R R

Rys. 2. Schemat reakcji otrzymania 5,10,15,20-tetrafenyloporfiryny metoda ,,zielonej chemii” [2]

Wyniki: Otrzymany zwigzek 5,10,15,20-tetrafenyloporfiryna poddany zostat badaniom
spektroskopowym czego efektem sg widma absorpcji oraz emis;ji.
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Rys. 3. Widmo absorpcji dla 5,10,15,20-tetrafenyloporfiryny.

Pasma absorpcji w uktadach porfirynowych wynikaja z przej$s¢ pomiedzy poziomami
HOMO i LUMO, gdzie centrum metalu i podstawniki w pier§cieniu wptywaja na ener-
gie tych przejs¢.Przejscia te prowadza do powstania stanow wzbudzonych, z wyzszym
stanem energii i wigksza sita oscylatora,, powodujac powstanie pasma Soreta, czyli
przejécie ze stanu podstawowego do drugiego stanu wzbudzonego (So 2> S,) W zakresie
absorpcji od 380 do 500 nm, zaleznie od podstawnikow porfiryny. Otrzymane widmo
przedstawia forme ,,meso” z czterema pierScieniami fenolowymi, ktore korzystnie
wplywaja na jej wlasciwosci spektroskopowe i wynikajg z koniugacji 18 m-elektronow
oraz zapewniajg zalete tatwego i precyzyjnego monitorowania procesOw wigzania gosci
za pomocg metod spektroskopii UV-Vis [3].

Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji od dtugosci fali
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Rys. 4. Widmo emisji dla 5,10,15,20-tetrafenyloporfiryny.
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Pasmo przy dtugosci fali 650 nm wykazuje na konwersje wewngtrzng ze stanu S,>S;.
Konwersja wewnetrzna (IC) jest przejSciem bezpromienistym o jednakowej krotnosci [4].

[
Sz [ .
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CH— 1]
So L 1 1

Rys. 5. Diagram Jabtonskiego przedstawiajacy uproszczony uktad pozioméw elektronowo-oscylacyjnych
singletowych (S) i tripletowych (T) czasteczki. Strzatki ciagle ilustrujg przej$cia promieniste zwigzane
z absorpcja (A) oraz emisja fluorescencji (F) i fosforescencji (P); strzatki przerywane odzwierciedlaja procesy
bezpromieniste: konwersj¢ wewnetrzng (IC) (.....) i przejscia migdzysystemowe (ISC) (- - - ).[5]

Whioski: Zaprezentowane widma absorpcji i emisji potwierdzaja otrzymanie zamierzo-
nej czasteczki 5,10,15,20-tetrafenyloporfiryny.
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WPLYW MODYFIKACJI MECHANOCHEMICZNEJ
NA STRUKTURE I WELASCIWOSCI BIOWEGLI Z ODPADOW
ORGANICZNYCH

B. WAWRZASZEK!, B. CHARMAS!, K. JEDYNAK?, 'UMCS, Wydzial Chemii,
Katedra Chromatografii, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin, Uniwersytet
Jana Kochanowskiego, Instytut Chemii, Wydzial Nauk Scistych i Przyrodniczych,
UL. Uniwersytecka 7, 25-406 Kielce

Abstrakt: Mechanochemia umozliwia rozwijanie parametrow strukturalnych biowe-
gli, bedac przy tym metoda prosta i niewymagajaca dodatkowych odczynnikoéw che-
micznych. Zmniejszenie rozmiaru czastek, zwickszanie porowatosci i wprowadzanie
na powierzchnie tlenowych grup funkcyjnych poprawiaja wiasciwosci adsorpcyjne
materiatow pod katem usuwania réznego rodzaju zanieczyszczen. W prezentowanych
badaniach scharakteryzowano biowegle z trocin drzew mieszanych poddane modyfi-
kacji mechanochemicznej. Najwyzsza powierzchnie wiasciwa (508,3 m?/g) charakte-
ryzowat si¢ material mielony przy najwyzszych parametrach procesu, co skutkowato
kilkunastokrotnym wzrostem powierzchni w poréwnaniu do probki wyjéciowej. Wy-
znaczone pojemnosci sorpcyjne wyniosty 151,84 mg/g wzglgdem MB i 181,28 mg/g
wzgledem MO, a wartoS$ci te sg porownywalne z pojemnoscig sorpcyjng komercyjnego
wegla aktywnego A2PS.

Wprowadzenie: Dziatalno$¢ gospodarcza prowadzona przez czlowieka ma bezpo-
sredni wplyw stopien zanieczyszczenia Srodowiska, w tym rowniez wodnego. Wyko-
rzystywane w réznych gateziach przemystu chemikalia nie sg obojetne dla srodowiska
naturalnego i moga powodowac¢ powazne zagrozenie ze wzgledu na swoj toksyczny
i mutagenny charakter, aich obecno$¢ wptywa na obnizenie jako$ci ekosystemoOw.
Woda jako kluczowy sktadnik potrzebny do zycia i funkcjonowania wszystkich orga-
nizméw zywych powinna by¢ szczeg6lnie chroniona, ze wzgledu na jej ograniczone
i wyczerpywalne zasoby [1]. By przeciwdziataé negatywnym skutkom dziatalnosci
cztowieka poszukuje sie wydajnych i ekologicznych sposobdéw usuwania rdznego
rodzaju zanieczyszczen zawartych w wodzie. Wsr6d wielu obecnie stosowanych me-
tod uzdatniania wody najwicksza popularnoscia cieszg si¢ procesy adsorpcyjne, cha-
rakteryzujace si¢ prostota, niskim kosztem i skutecznoscig. Kluczowe znaczenie ma
wybor odpowiedniego adsorbentu, od ktorego zaleze¢ bedzie efektywno$¢ adsorpcji
[2]. Biowegiel jest materiatem charakteryzujacym si¢ stabo rozwinigta powierzchnia
wlasciwa i struktura porowata, obecnoscig powierzchniowych tlenowych grup funk-
cyjnych oraz zdolno$ciag wymiany jonow, co przektada si¢ na jego potencjalne zasto-
sowanie w procesach adsorpcyjnych. Dodatkowo materiat ten jest nietoksyczny, tani
w wytwarzaniu i przyjazny dla $rodowiska, a do jego produkcji wykorzysta¢ mozna
réznego rodzaju odpady organiczne [3]. By poprawi¢ jego zdolnos$ci adsorpcyjne sto-
sowanych jest wiele metod modyfikacji i aktywacji. Coraz powszechniej praktykowa-
ng technika rozwijania powierzchni wlasciwej i porowatosci biowegli jest modyfikacja
mechanochemiczna, ktéra nie wymaga stosowania dodatkowych odczynnikéw che-
micznych, bedac przy tym metoda tanig i powtarzalng. Pozwala na modyfikacj¢ wia-
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$ciwosci biowegla poprzez zwigkszenie pola powierzchni, zmniejszenie rozmiaru
czastek, wprowadzenie dodatkowych powierzchniowych grup funkcyjnych oraz po-
prawe whasciwosci adsorpcyjnych i katalitycznych [4].

Czesé eksperymentalna: Wegle aktywne przygotowano z mieszanych trocin drzew-
nych. Material umyto isuszono wtemperaturze pokojowej przez 24h,
a nastgpnie przez 12h w suszarce w temperaturze 100°C, zmielono przy uzyciu mtynka
i przesiano, uzyskujac frakcje w zakresie 1-2 mm, ktorg poddano procesowi pirolizy.
Pirolize prowadzono W atmosferze gazu obojetnego (N, przeptyw 100 ml/min) do tem-
peratury 500°C (nagrzewanie z predkoscig 10°C/min), w ktorej nastgpowat etap izoter-
miczny trwajacy 1 godz. Materialy poddano nastgpnie modyfikacji mechanochemicznej
na sucho. Proces prowadzono w planetarnym mitynie kulowym (Fritsch, Pulverisette 7)
przez 1i 3 godziny, przy predkosciach 300 i 800 obr./min. W celu wyznaczenia parame-
trow struktury porowatej wykorzystano dane niskotemperaturowych izoterm adsorp-
cji/desorpcji azotu (Micromeritics ASAP 2405, USA). Strukturg krystaliczng okre$lono
na podstawie widm Ramana (mikroskop DMLM Leica Research Grade, Reflex, Renis-
haw, UK). Do badan skladu chemicznego biowggli wykorzystano skaningowy mikro-
skop elektronowy FEI Quanta 3D FEG. Chemiczny charakter powierzchni zbadano za
pomocg miareczkowania potencjometrycznego metodg Boehma (716DMS Titrino, Me-
trohm, Szwajcaria). Zbadano réwniez calkowite pojemnosci sorpcyjne wzgledem wy-
branych barwnikow: biekitu metylenowego (MB) i oranzu metylowego (MO).

Wyniki: Rys. 1 przedstawia izotermy adsorpcji/desorpcji N, dla badanych materiatow.
Widoczny jest wyrazny wzrost polozenia izoterm biowegli  mielonych
w porownaniu Z wyjsciowym bioweglem. Wszystkie izotermy nalezg to typu I wedlug
klasyfikacji IUPAC. Wysokie warto$ci adsorpcji przy niskim cisnieniu wzglednym (p/pq
~ 0 — 0,02) wskazuja na znaczy udziatl mikroporéw w mielonych materiatach. Niemal
rownolegly przebieg izoterm wzglgdem osi cisnien wzglednych w zakresie $rednich
i wysokich ci$nief (p/po ~ 0,2 — 0,9) $wiadczy o niewielkim udziale mezoporow. Ksztatt
izoterm dla wyjéciowego biowegla BC-500 $wiadczy o stabym uporzadkowaniu struk-
tury irozwinigciu powierzchni. Dla probek poddanych obrdbce mechanochemicznej
wida¢ wyraznie wplyw zastosowanej modyfikacji na rozwinigcie powierzchni
i porowatosci. Swiadczy o tym wyzsze potozenie izoterm oraz zarejestrowane zamknigte
petle histerezy. Materiaty mielone przy 800 obr./min charakteryzuja si¢ wyzszymi war-
tosciami parametrow strukturalnych niz materiaty mielone przy nizszych obrotach. Po-
dobna zalezno$¢ obserwuje si¢ W przypadku wydtuzenia czasu mielenia. Strukturg kry-
staliczng scharakteryzowano za pomocg spektroskopii Ramana. Badane bioweggle sg
amorficzne a wyznaczone stosunki intensywnos$ci pasm Ip/lg w zakresie 0,933-0,986
wskazujg na wystepowanie defektow w strukturze materiatow. Wzrost stosunku Ip/lg po
mieleniu wzgledem probki wyjsciowej sugeruje wzrost liczby defektow powstatych na
skutek mielenia.
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Rys. 1. Niskotemperaturowe izotermy adsorpcji/desorpcji azotu (a) oraz widma Ramana (b) biowegli.

W tabeli 1 przedstawiono dane dotyczace charakterystyki strukturalnej i chemicznej
otrzymanych materiatdow weglowych. Powierzchnia wilasciwa wynosi od 29,5 do
508,3 m’/g, przy czym mikropory stanowia ponad 72% powierzchni (Smixo 0d 345,1 do
370,7 m?g). Najwicksza powierzchnie wlasciwa otrzymano dla materialu mielonego
przy wyzszych obrotach i dluzszym czasie (508,3 m?/g). Wraz ze zwickszeniem parame-
trow procesu mielenia zauwazalny jest kilkunastokrotny wzrost powierzchni wtasciwe;j
materiatow wzgledem probki wyjsSciowej oraz rozwinieta mikroporowato$é.

Tabela 1. Charakterystyka otrzymanych biowegli.

Nazwa prébki [fﬁf;g | [S;;:;;J [C\r{]g/g] [XT.?T;] [Er;] pH cnsowe| done
[mgR/g] | [mgR/g]

BC-500 29,5 - 0,023 0,016 156 |7,23 0,10 0,31

BC-500-300-1 419,0 345,1 0,196 0,139 0,93 | 8,80 0,17 0,42
BC-500-300-3 430,9 343,8 0,217 0,139 1,01 |8,50 0,32 0,43
BC-500-800-1 491,7 370,7 0,299 0,150 1,22 (8,04 0,51 0,38
BC-500-800-3 508,3 368,9 0,340 0,149 1,34 |7,47 0,85 0,46

dzie: SBET — powierzchnia whasciwa, Spiko — POWierzchnia mikroporéw, V, — catkowita objetosé porow
p p p p )¢ p

sorpcyjnych, Vmiko — objetosé mikroporow, Ry, - §redni promien porow.

Wartosci pH biowegli wyznaczono na podstawie pomiaréw pH ich wodnych roztworow
(tabela 1). Wyniki wskazuja, ze materialy maja charakter lekko zasadowy. Mielenie
mechanochemiczne spowodowato wzrost warto$ci pH do 8,8 a zwigkszanie obrotow lub
wydluzenie czasu mielenia wywotato zmniejszanie tych warto$ci. Zawarto$¢ powierzch-
niowych grup funkcyjnych okreslono za pomocg miareczkowania potencjometrycznego
metoda Boehma. Biowegle zawieraja na swojej powierzchni zardwno grupy kwasowe,
jak i zasadowe (tabela 1). Obserwuje si¢ widoczny wzrost ilo$ci grup powierzchniowych
zaréwno o charakterze kwasowym jak i zasadowym wywotany modyfikacjag mechano-
chemiczng a zwigkszenie intensywnos$ci mielenia (wzrost szybkosci obrotow oraz wy-
dtuzenie czasu mielenia) jest proporcjonalne do wzrostu ilosci grup funkcyjnych.
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Analiza sktadu powierzchniowego EDS biowegli (tabela 2) pokazuje, ze zawarto$é
wegla zmniejsza si¢ po zastosowaniu modyfikacji mechanochemicznej oraz przy wydtu-
zeniu parametroOw procesu, przy jednoczesnym wzroscie zawartosci tlenu. Materiaty
zawieraja W swoim sktadzie domieszki innych pierwiastkow, ktorych obecno$é spowo-
dowana jest ich wystgpowaniem W materiale wyjsciowym.

Tabela 2. Sktad pierwiastkowy (%w/w) wybranych biowegli.

Biowegiel C (0] Na Mg Al Si P S K Ca
BC-500 95,62 | 6,22 | 0,03 | 0,08 | 0,05 | 0,19 | 0,04 | 0,02 | 0,20 | 0,56
BC-500-300-1 | 90,48 | 8,67 | 0,03 | 0,06 | 0,06 | 0,18 | 0,03 | 0,02 | 0,21 | 0,37
BC-500-800-1 | 88,14 | 10,80 | 0,05 | 0,08 | 0,08 | 0,35 | 0,01 | 0,01 | 0,11 | 0,37

Testy adsorpcyjne przeprowadzono w celu wyznaczenia catkowitych pojemnosci sorp-
cyjnych. Do badan wybrano materiat o najlepiej rozwinigtej powierzchni wiasciwej —
BC-500-800-1 oraz komercyjny wegiel aktywny A2PS. Jako zanieczyszczenie wybrano
biekit metylenowy (MB) oraz oranz metylowy (MO). Wyniki wskazuja, ze otrzymany
biowegiel w wiekszym stopniu adsorbowat anionowy oranz metylowy, co moze wynikaé
z pH powierzchni materiatu oraz przewagi kwasowych powierzchniowych grup funk-

cyjnych.

Tabela 3. Calkowite pojemnosci sorpcyjne badanych materiatow wzgledem bigkitu metylenowego (MB)
i oranzu metylowego (MO).

gm MB dm MO

[mg/g] [mg/g]

BC-500-800-1 151,84 181,28
A2PS 337,73 223,59

Whioski: Otrzymano biowegle na bazie mieszanych trocin drzewnych i w celu rozwi-
niecia ich powierzchni iporowatosci poddano je modyfikacji mechanochemicznej
w roznych warunkach (czas i szybkos$¢ obrotéw mielenia). Uzyskane wyniki wskazuja,
ze materialy modyfikowane mechanochemicznie majg dobrze rozwinigta powierzchnig
i mikroporowaty charakter. Analiza metodg Boehma wykazata zwigkszenie zawartosci
tlenowych powierzchniowych grup funkcyjnych pod wplywem mielenia. Wraz
z zastosowaniem modyfikacji zmniejszeniu ulegla zawarto$¢ wegla W materiatach, przy
jednoczesnym wzroscie zawartosci tlenu. Osiggnigte pojemnosci sorpcyjne dla wybra-
nego materialu i komercyjnego wegla aktywnego pozwalajg stwierdzi¢, ze biowegiel
poddany modyfikacji mechanochemicznej z powodzeniem moze by¢ wykorzystywany
jako adsorbent barwnikow organicznych.
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SUBSTANCJE POLIMEROWE JAKO MODYFIKATORY
ZDOLNOSCI SORPCYJNYCH WEGLA AKTYWNEGO
OTRZYMANEGO ZE SKOREK POMARANCZY WOBEC
JONOW METALI

S. KUKOWSKA', P. NOWICKI? 1. KOMANIECKA®? K. SZEWCZUK-
KARPISZ", 'Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzafiskiego Polskiej Akademii Nauk,
Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin, 2Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu,
Wydziat Chemii, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614 Poznaf, *UMCS, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033
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Abstrakt: W niniejszej pracy zbadano pojemno$¢ sorpcyjna wegla aktywnego otrzyma-
nego na drodze bezpo$redniej aktywacji skorek pomaranczy (ACFM) wobec jonow
miedzi(Il), bez i w obecnosci egzopolisacharydu (EPS) oraz anionowego poliakryloami-
du (AnPAM). ACFM zostal wytworzony w temperaturze 800°C, w muflowym piecu
mikrofalowym z wykorzysatniem dwutlenku wegla jako czynnika aktywujacego. Adsor-
bent zostal scharakteryzowany m. in. za pomoca niskotemperaturowej adsorp-
cji/desorpcji azotu, miareczkowania Boehma, miareczkowania potencjometrycznego
oraz analizy elementarnej CHNS. Przeprowadzone badania wykazaty, ze AnPAM przy-
czynit si¢ do wzrostu wielkosci adsorpcji jonow miedzi(ll) na powierzchni ACFM.

Woprowadzenie: Miedz (Cu) jest metalem stanowigcym mikrosktadnik niezbedny do
syntezy hemoglobiny i przyswajania zelaza, bioragcym udziat w utwardzaniu kolagenu,
formowaniu ko$ci czy metabolizmie tluszczow. Duze stezenia miedzi stanowig jednak
zagrozenie dla ro$lin, zwierzat i ludzi. Negatywny wptyw Cu W organizmie moze prze-
jawiaé si¢ anemia czy tez zaburzeniami funkcjonowania watroby i nerek [1, 2]. Miedz
jest uwalniana do $rodowiska w wyniku dziatalno$ci przemyshu metalurgicznego, gal-
wanizerskiego, tekstylnego, farmaceutycznego, a takze wraz z srodkami ochrony roslin
i nawozami [3]. W przyrodzie Cu wystgpuje najczegsciej W postaci rud i mineratow [4].
Najwazniejszym czynnikiem wplywajacym na dostgpnos¢ fitochemiczng metali
w glebach sa cechy fizykochemiczne i biologiczne gleby. Nalezg do nich sktad granulo-
metryczny, pH, potencjat redoks, zawarto$¢ zwiazkow prochniczych, a takze obecnosé
nawozow (zarowno naturalnych, jak i syntetycznych) [5]. W celu unieruchomienia jo-
now metali cigzkich i toksycznych czgsteczek, do gleb wprowadza sie substancje rozne-
go pochodzenia (nieorganiczne lub organiczne). Immobilizacja zanieczyszczen na po-
wierzchni tych materiatow redukuje ich biodostepnos$¢ oraz zapobiega ich wymywaniu
do wdd powierzchniowych i gruntowych [5]. Przyktadem tak wykorzystywanych mate-
riatow nieorganicznych sa: zeolity, skaty osadowe [6, 7], natomiast sposréd dodatkdéw
organicznych mozna wymieni¢ osady $ciekowe, kompost [5, 7], biowegle i wegle ak-
tywne [6]. Ostatnie z wymienionych mozna wytworzy¢ praktycznie z kazdego materiatu
bogatego w wegiel organiczny, co czyni je bardzo atrakcyjnymi materiatami wykorzy-
stywanymi w wielu dziedzinach nauki i przemystu [8]. Prekursorami biowegli i wegli
aktywnych moga by¢ np. skorupy orzechow, obornik, osady Sciekowe, wyttoki, tuski
nasion, skorki owocoéw i warzyw [9]. Mobilnoé¢ jonéw metali cigzkich w srodowisku
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glebowym mozna réwniez ograniczy¢ poprzez dodatek zwiazkéw polimerowych. Moga
one zmniejsza¢ biodostepnos$é szkodliwych pierwiastkéw [10], a dodatkowo stabilizo-
wac strukture gleby, zwigkszaé jej odporno$é na erozj¢, atakze ograniczaé transport
zanieczyszczen do glebszych warstw [11]. W niniejszej pracy sprawdzono, w jaki spo-
sob egzopolisacharyd pochodzenia bakteryjnego oraz anionowy poliakryloamid wptywa-
ja na zdolnos¢ sorpcyjna wegla aktywnego otrzymanego ze skorek pomaranczy wobec
jonow miedzi(ll).

Cze$¢ eksperymentalna: Wysuszone skorki pomaranczy o wymiarach 3-5 mm zostaty
poddane bezposredniej aktywacji w temp. 800 °C przez okres 45 minut w atmosferze
dwutlenku wegla (CO, techniczny, Linde Gaz Polska, przeptyw 250 cm®/min). Po za-
konczeniu probki ACFM chtodzono w przeptywie gazu obojetnego (azot techniczny,
Linde Gaz Polska, przeptyw 200 cm®/min). Parametry teksturalne ACFM wyznaczono
metoda niskotemperaturowej adsorpcji/desorpcji azotu (sorptomat Quadrasorb SI, Quan-
tachrome). Ladunek powierzchniowy wyznaczono za pomocg miareczkowania poten-
cjometrycznego (Titrino 702 SM, Metrohm), a zawarto$¢ kwasowych oraz zasadowych
grup funkcyjnych okreslono za pomoca miareczkowania Boehma. Przeprowadzono
rowniez analiz¢ elementarng ciala statego (analizator CHNS, Perkin Elmer). Zdolnosci
sorpcyjne zbadano wobec jonow miedzi(ll) (analizator AAS, Analytik Jena ContrAA
800). Badania adsorpcyjne zostaty przeprowadzone w temperaturze pokojowej, w pH 6,
przy zastosowaniu roztworu 0,001 mol/dm® CaCl, jako elektrolitu podstawowego.
W celu wyznaczenia izoterm adsorpcji jonow miedzi(ll) na powierzchni badanego ad-
sorbentu do probéwek Falcona dodawano 10 cm® roztworu zawierajacego odpowiednie
objetosci CaCl,, jonow Cu®* (zakres stezen: 10 - 250 ppm) oraz 0,02 g adsorbentu. Zro-
dlem jonoéw miedzi byt CuCl, Po ustaleniu pH probki wytrzasano przez 24 h. Podczas
badaf kinetycznych stezenie poczatkowe jondw Cu?* wynosito 100 ppm, a wielkosci
adsorpcji byly mierzone po uptywie od 5 do 480 minut. Substancjami polimerowymi
wybranymi do badan byly: egzopolisacharyd (syntezowany przez bakterie glebowe Rhi-
zobium leguminosarum bv. trifolii) oraz anionowy poliakryloamid (syntetyczny poli-
mer). Wplyw polimeréw na wielko$é adsorpcji Cu®* byt mierzony w uktadach zawiera-
jacych 10 i 100 ppm substancji polimerowej oraz 50, 100 lub 250 ppm jonéw miedzi(II)
w pH 6.

Wyniki: W tabeli 1 przedstawiono parametry teksturalne wegla aktywnego i biomasy,
z ktorej zostal otrzymany. Aktywacja przyczynila si¢ do znacznej zmiany struktury po-
wierzchni ciata stalego. Powierzchnia wiasciwa biomasy wynosita zaledwie 8 m?/g,
z kolei wegla aktywnego — 266 m?/g. Mikropory w ACFM stanowily az 64% objetosci
wszystkich poréw, podczas gdy biomasa ich nie posiadata.

Tabela 1. Charakterystyka teksturalna biomasy i ACFM, gdzie: Sger — powierzchnia wiasciwa [m%/g], Doaverage —
$rednia érednica poréw [nm], Viico — objetosé mikropordéw [cm®/g], Vigw — catkowita objetosé poréw [cm®/g],
Vmicrof Viotal — udziat mikroporow.

Parametr SBET [mzlg] Daverage [nm] Vmicro [Cmglg] Vtotal[cmslg] Vmicru/VtotaI
biomasa 8 4,72 - 0,0092
ACFM 266 2,33 0,1 0,1552 0,64
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Miareczkowanie potencjometryczne wykazato, ze punkt zerowego tadunku powierzch-
niowego ACFM wynosi ok. 10. Parametr ten w przypadku biomasy wynosit ok 4,5.
Oznacza to, ze W pH 6, w ktorym prowadzone byly badania adsorpcyjne, powierzchnia
ACFM ma tadunek dodatni (+26,24 pC/cm?), natomiast w przypadku biomasy ujemny.
Piroliza potaczona z aktywacja skorek pomaranczy przyczynita si¢ rowniez do catkowi-
tej zmiany charakteru chemicznego materiatu. Na powierzchni biomasy przewazaly
grupy kwasowe, natomiast na powierzchni ACFM wszystkie grupy funkcyjne mialy
charakter zasadowy (Tabela 2). Aktywacja biomasy spowodowala rowniez obnizenie
zawartosci polarnych grup funkcyjnych (o czym $wiadcza nizsze warto$ci parametru
0O:C) oraz wzrost aromatycznosci i hydrofobowo$ci (na co wskazuja nizsze wartosci
parametrow H:C i (O+N):C) (Tabela 2).

Tabela 2. Chemiczny charakter skorek pomaranczy i wegla aktywnego z niej otrzymanych.

Grupy funkcyjne [mmol/g] pH
Adsorbent wyciagu PHpze H:C o:.C (O+N):C
kwasowe | zasadowe suma wodnego
biomasa 1,904 0,299 2,203 45 45 0,14 1,14 1,16
ACFM 0,000 2,243 2,243 10,3 10,1 0,01 0,25 0,29

Rysunek 1 przedstawia uzyskang izoterme i kinetyke adsorpcji jonow miedzi(ll) na
powierzchni ACFM. Pomimo dodatniego tadunku powierzchniowego badanego materia-
lu zaobserwowano adsorpcj¢ kationow miedzi na jego powierzchni. Wazna role
W procesie adsorpcji mogly petni¢ mechanizmy, takie jak wymiana jonowa
i kompleksowanie powierzchniowe. Wielko$¢ adsorpcji jonow Cu(Il) wynosita 30,66
mg/g przy ich stgzeniu poczatkowym réwnym 100 ppm. Rownowaga w uktadzie zostata
osiggnigta po okoto 240 min.
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Rys. 1. Izoterma (a) oraz kinetyka (b) adsorpcji jonéw miedzi(Il) na czastkach ACFM w pH 6.

Przeprowadzone pomiary wykazaty roéwniez, ze AnPAM zaaplikowany zaroéwno
W stezeniu 10 ppm, jak i 100 ppm, przyczynit sie do adsorpcji wiekszej ilosci jonow
Cu(ll) na powierzchni ACFM (Rys. 2). Najwigkszy wzrost wielko$ci adsorpcji jonow
miedzi(II) zaobserwowano dla uktadu z 100 ppm AnPAM (wzrost z 30,66 do 46,79
mg/g). W przypadku EPS nie odnotowano wzrostu adsorpcji miedzi w wigkszosci ukla-
dow, co mogto by¢ spowodowane tym, ze EPS zajat miejsca aktywne na powierzchni
wegla aktywnego, utrudniajac W ten sposob adsorpcje jonéw metalu.
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wielkosé adsorpeji [mg-g!]
1
2

bez polimeru 10 ppm EPS 100 ppm EPS 10 ppm AnPAM 100 ppin AnPAM
®50ppmCu % 100 ppm Cu  ®250 ppm Cu
Rys. 2. Wptyw egzopolisacharydu i anionowego poliakryloamidu na adsorpcj¢ jonéw miedzi(Il) na weglu
aktywnym w pH 6.

Przeprowadzone badania nad kompleksowaniem jonow Cu(Il) przez makroczasteczki
EPS i AnPAM potwierdzity, ze tancuchy polimerowe wigzg jony tego metalu ciezkiego
(Tabela 3).

Tabela 3. Kompleksowanie jonow miedzi(Il) przez EPS oraz AnPAM.

stezenie poczatkowe ilos¢ Cu(Il) skompleksowanych przez polimer [ppm]
Cu(n) [ppm] EPS 10 ppm EPS 100 ppm ANPAM 10 ppm | AnPAM 100 ppm
50 2,86 1,14 6,00 16,14
100 8,29 0,29 12,57 15,57
250 32,86 23,43 30,57 35,57

Powstale  kompleksy byly adsorbowane na powierzchni ACFM  wraz
z nieskompleksowanymi jonami Cu(ll).

Whioski: Przeprowadzane prace doswiadczalne wykazaly, ze dodatek anionowego
poliakryloamidu zwigksza wielko$¢ adsorpcji jonéw miedzi(Il) na powierzchni wegla
aktywnego ze skorek pomaranczy. Makroczasteczki polimeru wigza miedz tworzac
znim kompleksy Cu(ll)-AnPAM, co wzmacnia immobilizacje metalu cigzkiego.
W rezultacie biodostepnos¢ miedzi(II) zmniejsza si¢. Tak silny efekt nie zostat zaobser-
wowany dla egzopolisacharydu. Wzrost adsorpcji jonéw metalu w obecnosci EPS byt
widoczny tylko w jednym z badanych uktadow.

Badania  zostaly  sfinansowane przez ~ Narodowe  Centrum  Nauki
(2021/41/B/NZ9/03059).
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WPLYW PROCESU SIECIOWANIA NA WEASCIWOSCI
SORPCYJNE HYDROZELI ALGINIANOWYCH

P. KRZEWSKI, D. FILA, Z. HUBICKI, UMCS, Katedra Chemii Nieorganicznej,
Instytut Nauk Chemicznych, Wydziat Chemii, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031
Lublin

Abstrakt: Zbadano zastosowanie nowo zsyntezowanych hydrozeli alginianowych
ALG@Zn, ALG@AI i ALG@Fe w procesie sorpcji pierwiastkow ziem rzadkich, tj.
jonéw Ce(lll). Badania przeprowadzono metodg statyczng z modelowych roztworow
wodnych. Proces sorpcji jonow Ce(III) na hydrozelach alginianowych zoptymalizowano
okreslajgc wptyw parametrow takich jak wptyw pH i czasu kontaktu.

Wprowadzenie: Pierwiastki strategiczne, takie jak pierwiastki ziem rzadkich (REE),
odgrywaja kluczowg role W przemysle, zwltaszcza w produkcji zaawansowanych techno-
logicznie materiatow. To grupa sktadajaca si¢ z 15 lantanowcow o liczbie atomowej od
57 do 71 oraz dwoch skandowcow o liczbie atomowej 21 i 39. Metale te majg bardzo
podobne wilasciwosci chemiczne i fizyczne, aich duze pokrewienstwo geochemiczne
powoduje, ze tworza one plejady z przewaga jednego z pierwiastkow. Lantanowce wy-
stepuja w skorupie ziemskiej w znacznej ilosci, jednakze ich skoncentrowanie w rudzie
jest niewielkie, co wigze si¢ Z ogromnymi kosztami wzbogacania [1]. Gtéwne §wiatowe
gatezie przemystu rozwinely silng zaleznos¢ od metali ziem rzadkich. Co roku pojawiajg
si¢ innowacje W sektorach, zwlaszcza z zakresu zielonej energii czy technologii komuni-
kacyjnych, [2-3]. Bardzo czesto REE stosowane sg W nowoczesnych technologiach,
takich jak produkcja filtrow optycznych, silnikow elektrycznych do samochoddw, barw-
nikéw, luminoforéw, a nawet w metalurgii jako dodatki do stopoéw. Ciekawostkg jest to,
ze jeden z nowoczesnych samochodow posiada W swojej masie nawet kilkanascie kilo-
graméw roznych metali REE [1]. Przez tak duze mozliwo$ci wykorzystania REE zwigk-
sza si¢ ich zapotrzebowanie, co niestety nie jest rownoznaczne Z dostgpnos$cia ich zaso-
boéw. Jedng z perspektyw pozyskiwania pierwiastkow ziem rzadkich z roztworéw wod-
nych jest proces sorpcji. Proces sorpcji coraz czesciej jest prowadzony
z wykorzystaniem adsorbentow pochodzenia naturalnego, tzw. adsorbentow typu low-
cost. Jednym z nich jest alginian — surowiec pozyskiwany najczgsciej z brunatnych alg.
Alginian sodu jest nietoksycznym i niedrogim naturalnym polisacharydem posiadajgcym
grupy hydroksylowe i karboksylowe, ktére mogg by¢ skutecznie usieciowane jonami
Ca(ll), Fe(lIl) i Y(l) [4]. Alginian jest zwykle modyfikowany przy uzyciu rdéznych
metod w celu zwigkszenia jego whasciwosci mechanicznych i wydajnosci adsorpcji. W
literaturze hydrozelowe adsorbenty alginianowe zyskaty znaczacg uwage ze wzgledu na
ich wysoka zdolnos¢ adsorpcji. W niniejszej pracy okreslono efektywno$¢ procesu sorp-
cji jonéw Ce(Ill) na hydrozelach alginianowych sieciowanych jonami Zn(ll), Al(II)
i Fe(Ill) przy réznych parametrach procesu, m.in. zbadano wplyw pH i czas kontaktu
roztwor metalu-sorbent.
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Cze$¢ eksperymentalna: Przygotowane hydrozele alginianowe ALG@Zn, ALG@AI
i ALG@Fe poddano wstepnym badaniom sorpcji jonéw Ce(IIl) metoda statyczng stosu-
jac nastepujace parametry procesu: Co= 100 mg/dm?, T= 293 K, m= 0,05 g, V= 20 cm®
i t=480 minut. Badania wptywu pH roztworu przeprowadzono w zakresie pH=2-6, za$
wplyw czasu oddziatywania jon metalu-sorbent wt=1-1440 minut. St¢zenie jonow
Ce(I1) po procesie sorpcji okreslono stosujac spektrometr ICP-OES, tj. optyczny spek-
trometr emisyjny z plazma wzbudzona indukcyjnie.

Wyniki: Rysunek 1 przedstawia wstepne wyniki badan sorpcji jonow Ce(IlI) na hydro-
zelach alginianowych dotyczace wptywu pH na pojemnos¢ sorpcyjng (qe) oraz na pro-
cent sorpcji %S.
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Rys.1. Wyniki sorpcji jonow Ce(IIl) na hydrozelach alginianowych. Wptyw pH roztworu na: A) pojemnosé¢
sorpcyjna, B) procent sorpcji.

Wstepne badania mialy na celu sprawdzenie jak pH roztworu ma wplyw na pojemnos¢
sorpcyjng (ge) i procent sorpcji (%S). Stosujagc roztwor jonow Ce(I1I) o stezeniu poczat-
kowym 100 mg/dm® maksymalna pojemno$é sorpeyjna dla ALG@Zn wyniosta 45,05
mg/g przy pH rownym 5, dla ALG@AI 37,23 mg/g przy pH réwnym 5 oraz dla
ALG@Fe 8,92 mg/g przy pH rownym 4 (rys.1A). Wartosci %S na hydrozelach alginia-
nowych w zakresie pH 2-6 zmienialy sie nastepujgco: 90,67-99,85% dla ALG@Zn,
74,47-83,30% dla ALG@AI oraz 3,07-15,95% dla ALG@Fe (rys.1B). Zmiana pH miala
istotny wptyw na pojemnos¢ sorpcyjng oraz procent sorpcji. Wykazano, ze sorbenty
ALG@Zn i ALG@AI sa efektywne w szerokim zakresie pH, podczas gdy sorbent
ALG@Fe charakteryzowatl si¢ najnizsza zdolnoscia sorpcyjna a maksymalne wtasciwo-
Sci sorpcyjne wykazat przy pH rownym 4. Rodzaj $rodka sieciujacego mial istotny
wplyw na strukture zelu alginianowego a w konsekwencji na jego whasciwos$ci sorpcyj-
ne. W dalszym etapie badan zbadano wplyw czasu oddziatywania roztwor metalu-
sorbent na wydajno$¢ adsorpcji (rys.2A) oraz mozliwo$¢ uwalniania jonow sieciujgcych
ze struktury hydrozeli alginianowych (rys.2B-D).

144



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

50 - A) 50 - B)
40 4 40 4
30 30
=) —=—ALGEZrT —a— Sorpcja Ce(l11)
£ ALG@AIE‘ 2 Uwalnianie Zn(l1)
= 201 —4— ALG@Fe =201
104 B 10
A
O T v T o T T v T
0 240 480 1440 0 240 480 1440
t [min] t [min]
50 C) 50 D)
40 /i 40
30 30
g —a— Sorpcja Ce(l11) g —a— Sorpcja Ce(l11)
£ 2 ® Uwalnianie Al(l11) £ —e— Uwalnianie Fe(l11)
& -
- —— &
10 10 —_— "
® o
o T ° 7 o 7/ ? o T T v T
0 240 480 1440 0 240 480 1440
t [min] t [min]

Rys.2. Wyniki sorpcji jonow Ce(IlI) na hydrozelach alginianowych. A) wptyw czasu oddziatywania metal-
sorbent. B-D) wplyw czasu oddziatywania na uwalnianie jonéw Zn(II), AI(III) i Fe(l11).

Czas kontaktu roztwor metalu-sorbent miat istotny wptyw na efektywnos¢ adsorpcji
jonéw Ce(lll). Wartosci q; rosty wraz ze wzrostem czasu kontaktu faz roztwor metalu-
sorbent az do ustalenia si¢ stanu rownowagi. Czas ten znaczaco si¢ roznit, gdy zastoso-
wano rézne czynniki sieciujace alginian, tj. Zn(Il), Al(lI1) i Fe(lll). W przypadku
Alg@Zn réwnowage procesu sorpcji osiagnigto po 30 minutach, dla ALG@AI po
240 minutach, za$ dla ALG@Fe po 360 minutach. Wydtuzanie czasu kontaktu faz od
480 minut nie prowadzito do znaczacego wzrostu efektywnosci adsorpcji. Najwigksze
wartosci pojemnosci sorpcyjnej odnotowano dla ALG@Zn i ALG@AI, a najnizsze dla
ALG@Fe, ktore wynosity odpowiednio: 43,87 mg/g, 38,47 mg/g i 10,98 mg/g. Zaob-
serwowano rowniez, ze podczas sorpcji jonéw Ce(lll) wraz ze wzrostem czasu kontaktu
faz miato miejsce rownoczesne uwalnianie jonow Zn(II) oraz Al(IIl) ze struktury hydro-
zelu alginianowego. Dla ALG@Fe zaobserwowano nieznaczne uwalnianie jonéw Fe(III)
w trakcie sorpcji jonéw Ce(lll), co byto spowodowane niskimi warto$ciami sorpcji.
Z powyzszych zalezno$ci wynika, ze glownym mechanizmem procesu sorpcji jest wy-
miana jonowa. W celu zbadania kinetyki procesu sorpcji jonow Ce(IIl) zastosowano dwa
podstawowe rownania modeli kinetycznych: model pseudo I rzedu (PFO) oraz model
pseudo II rzedu (PSO). Wyniki przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Parametry kinetyczne dla sorpcji jonéw Ce(lll) przez hydrozele alginianowe sieciowane jonami
Zn*, AP* i Fe* (Co= 100 mg/dm?).

del Parametr Jednostka ALG@Zn ALG@AI ALG@Fe

Mode Jexp [mg/g] 43,87 38,47 10,98
01 [mg/g] 3,80 20,94 7,60

PFO k;x107 [1/min] 0,015 0,007 0,004
R? - 0,712 0,913 0,864

02 [mg/g] 43,92 38,81 11,11

PSO k%10 [g/mg-min] 0,0223 0,0016 0,0011
h [mg/g-min] 43,05 2,40 0,22

R? - 1,000 1,000 0,989

Przyjmujac za podstawowe kryterium wartosci wspotczynnika Kkorelacji uzyskane
w przypadku zlinearyzowanych form réwnan pseudo I il rzgdu mozna stwierdzié, ze
adsorpcja jonow Ce(Ill) na hydrozelach alginianowych sieciowanych jonami Zn(II),
AI(I) i Fe(lll) zachodzita zgodnie z modelem pseudo II rzedu, co obrazujg wigksze
wartosci wspotezynnika R?> 0,989).

Whioski: W ramach badan opracowano metode otrzymywania hydrozeli alginianowych
do usuwania jonéw Ce(Ill) z fazy wodnej. Stosujac roztwor jonow Ce(Ill) o stgzeniu
poczatkowym 100 mg/dm® najwyzsza pojemno$é sorpcyjng otrzymano dla ALG-Zn przy
pH rownym 5 wynoszaca 45,05 mg/g. Proces sorpcji jonow Ce(Ill) przebiegat najefek-
tywniej na hydrozelach alginianowych sieciowanych jonami cynku(ll) (ALG@Zn)
w zakresie pH 2-6 i wynosit 90,67-99,85%. Najbardziej obiecujacym hydrozelem algi-
nianowym do sorpcji jonéw Ce(Ill) zZ roztworow wodnych okazat sic ALG@Zn, na co
wskazujg uzyskane wysokie wartoéci pojemnosci sorpcyjnych oraz korzystna kinetyka
sorpcji.

Badania zostaly sfinansowane ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki zgodnie
z decyzja nr 2019/35/N/ST8/01390.
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WYKORZYSTANIE SYNCHROTRONU W BADANIACH
KOMPLEKSOW URANU | TORU Z LIGANDAMI
ZAWIERAJACYMI FOSFOR NA ROZNYCH
STOPNIACH UTLENIENIA

M. GRZELKA', E. GRABIAS-BLICHARZ’ B. PLASKA®’, M. MAJDAN'
A. MAXIMENKO*, A. GLADYSZ-PLASKA', 'UMCS, Wydzial Chemii, Katedra
Chemii Nieorganicznej, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin, “Uniwersytet
Medyczny w Lublinie, Wydziat Farmaceutyczny ul. Chodzki 1 (Collegium Universum)
Lublin 20-093, *Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Lekarsko-Dentystyczny
al. Ractawickie 1 Lublin 20-059, “Narodowe Centrum Promieniowania Synchrotrono-
wego Solaris ul. Czerwone Maki 98 30-392 Krakéw

Abstrakt: Uran, a w przysztosci tor sg i beda jednymi z wazniejszych zrodet energii na
$wiecie, dlatego tez prowadzone sa badania nad zastosowaniem réznych metod wydo-
bywania uranu i toru z rud oraz neutralizacji Sciekéw z elektrowni jadrowych i kopalni
uranu. Zwiazki pierwiastkéw takich jak uran czy tor powinny by¢ usuwane, ze wzgledu
na ich toksyczno$¢ dla organizméw zywych. W tym celu mozna stosowaé rézne metody,
takie jak: ekstrakcja ciecz-ciecz [1], ekstrakcja ciecz-ciato state [2-3], adsorpcja. Przed-
stawione wyniki dotycza analizy widm XANES U(VI) i Th(IV) w krzemionce i zeolicie
NaX, ktore zmodyfikowano ekstrahentami: kwasem fosfonowym (HsPO3) oraz kwasem
di(2-ethylhexyl) fosforowym. Adsorbenty te, mozna potencjalnie wykorzysta¢ do
oczyszczania $ciekOw uranowych i torowych oraz ekstrakcji uranu z wody morskiej.

Whprowadzenie: W przedstawionych badaniach zastosowano synchrotron SOLARIS
znajdujacy si¢ W Krakowie. Synchrotronem nazywamy urzadzenie, w ktorym przyspie-
szane elektrony poruszaja si¢ W okrggu. Osiagaja one w przyblizeniu predkos§¢ §wiatta
w prozni. Elektrony naturalnie przemieszczaja si¢ W linii prostej, dlatego aby poruszaty
si¢ po okregu o $rednicy 30m wykorzystano elektromagnesy. Elektromagnesy generuja
olbrzymie pole elektromagnetyczne, ktore zakrzywia tor ruchu elektronow; w tym mo-
mencie powstaje promieniowanie zwane Swiattem synchrotronowym. Ma ono szczegdl-
ne wilasciwosci; jego intensywnos¢ jest milion razy wieksza od $wiatta na powierzchni
Ziemi. Sklada si¢ z fal elektromagnetycznych od podczerwieni az do promieniowania
rentgenowskiego. Najwieksza zaleta synchrotronu jest mozliwo$¢ jednoczesnego wyko-
nywania badan, na odrgbnych liniach badawczych w réznych dziedzinach nauki.
W Solarisie w sktad pierscienia wchodzi 12 elektromagnesoéw, co daje takg sama ilos¢
zrodel promieniowania i jednocze$nie umozliwia powstanie 12 osobnych linii badaw-
czych; na dzien dzisiejszy W uzytku znajduje si¢ siedem linii atrzy kolejne sa
w budowie [4-6]. Lini¢ badawcza ASTRA — Absorption Spectroscopy beamline for
Tender Energy Range and Above — dedykuje si¢ absorpcyjnej spektroskopii rentgenow-
skiej oraz pokrewnym technikom. W tej metodzie dostepny zakres energii fotonéw mie-
$ci sie¢ w przedziale od 1 do 15 keV, znanym jako ,,tender energy range”. Tak zaprojek-
towane urzadzenie umozliwia pomiary:

e na krawedzi absorpeji K pierwiastkow takich jak magnez, glin, krzem, siarka

czy fosfor,
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e krawedzi K cigzszych pierwiastkow od sodu az do selenu,

e krawedzi L pierwiastkéw od kryptonu do bizmutu,

e  krawedzi M niektorych pierwiastkéw w tym uranu i toru.
XAS jest stosowana dla réznych materiatow: krystalicznych jak iamorficznych
w fazie gazowej, cieklej czy stalej. Znalazta zastosowanie w dziedzinach takich jak ma-
teriatoznawstwo, chemia, biomedycyna, ochrona srodowiska [5,7].

Rys. 1. Schemat synchrotronu SOLARIS z zaznaczonymi liniami badawczymi.

Czes¢  eksperymentalna:  Wykorzystano  podstawowe  sorbenty  jakimi
sa krzemionka SiO, oraz glinokrzemian NaX. W celu modyfikacji powierzchni adsor-
bentéw uzyto dwoch ligandow, zawierajacych jony fosforu na roéznych stopniach utle-
nienia:  P(Il) iP(V). Jako ligand pierwszy L1 wykorzystano kwas
fosforowy(I11) H3POjz, natomiast ligand drugi L2 to kwas di(2-ethylhexyl) fosforowy
HDEHP. Wystepowanie jonow fosforu w strukturze adsorbentu umozliwito wykonywa-
nie selektywnych i skutecznych sorpcji uranu oraz toru. Ze wzgledu na rézny stan sku-
pienia ligandow jak i sorbentéw, modyfikacje wykonano réznymi metodami.

1. W metodzie zol-zel uzyto tetraetoksysilanu (TEOSu) i wody w odpowiednich propor-
cjach. Zawarto$¢ zlewki zakwaszono kwasem chlorowodorowym, nastepnie dodano
odpowiedni ligand i umieszczono na mieszadle magnetycznym na okres 1h. Po zakon-
czeniu reakcji klarowng ciecz przelano do szalek ipozostawiono do krystalizacji.
Otrzymane krysztaly zhomogenizowano W mozdzierzu. Tq metoda otrzymano sorbenty:
SiO, + L1, SiO, + L2.

2. Metoda mechaniczna polega na umieszczeniu sorbentu wraz z ligandem
w mozdzierzu. Zawarto$¢ nalezy powtarzalnie uciera¢ przez 30 minut. Sorbenty otrzy-
mane ta metoda to: NaX + L1; NaX + L2.

Gotowe sorbenty wysycono zwigzkami uranu lub toru. W tym celu przygotowano po
20 ml roztwordw azotanu(V) toru oraz octanu uranylu o stezeniach 0,02mol/dm?. Probki
kontaktowano na wytrzgsarce przez okres lh. Sorbenty przesgczono i Wysuszono
W temperaturze pokojowej. Odpowiednio zabezpieczone probki przetransportowano do
Centrum Promieniowania Synchrotronowego ,,Solaris” w Krakowie. W laboratorium
»Solaris” material pomiarowy zostat umieszczony na specjalnych ptytkach (Rys. 2) i tak
otrzymano probki do pomiaréw synchrotronowych.
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Rys. 2. Probka umieszczona na plytce pomiarowe;.

Whyniki: Zarejestrowano widma XAS fosforu w probkach krzemionki i zeolitu NaX
modyfikowanych ligandami: Hs;PO3; oraz HDEHP z zaadsorbowanymi jonami uranu
badz toru. Poréwnano je z widmami otrzymanymi dla probek bez toru i uranu oraz sa-
mych ligandéw. Jako material referencyjny zastosowano FePO,. Otrzymane widma
przedstawione zostaly na rysunku 3.
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Rys. 3. Widma XAS dla fosforu w probkach ligandow i sorbentow: SiO; i NaX.

Whioski: Analiza widm XAS fosforu (Rys. 3) pozwala na stwierdzenie, ze fosfor wy-
stepuje na +III stopniu utlenienia zar6wno w ligandzie HsPOs, w kompleksie sorpcyj-
nym H3PO3 (NaX), jak i w kompleksach sorpcyjnych U(VI) i Th(IV) na powierzchni
NaX (maksima absorpcji 2150, 2150,6 eV). W przypadku SiO, maksimum przy 2151,7
eV odpowiada prawdopodobnie utworzeniu wiazania donorowego -P=0—UO0,**
w kompleksie sorpcyjnym U(VI1) z H3PO3. Zastanawiajace jest to, ze maksimum absorp-
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cji wynoszace 2149,8, odpowiadajace kompleksowi sorpcyjnemu Th(IV) z H3POs, tak
bardzo r6zni si¢ od maksimum sorpcji kompleksu U(VI) (maksimum 2151,7 eV). Moze
to by¢ spowodowane zupelnie innym mechanizmem kompleksowania, z wigkszym
udzialem wymiany protonéw w HsPO3 na jony Th*" i mniejszym udziatem tlenu fosfory-
lowego P=0 w kompleksowaniu jonéw Th** w poréwnaniu do jonow UO,*. Z kolei
maksimum przy 2150,2 eV odpowiadajace P w kompleksie sorpcyjnym H3PO; na SiO,
jest bliskie maksimum dla wolnego liganda H3POs. Pasmo 2152,6 w probkach referen-
cyjnych: FePO, odpowiada P(V). Przesunigcie tego pasma do 2151,8 eV w ligandzie
HDEHP (kwas di(2-ethylhexyl) fosforowy) wynika z faktu, ze grupy 2-etyloheksylowe
sa typowymi grupami alkilowymi, ktére ,,odpychaja elektrony” (grupy dostarczajace
elektrony) do grup fosforanowych HDEHP . Gestos¢ elektronéw na atomach P wzrasta,
w efekcie czego obserwujemy przesunigcie pasm absorpcji W strone nizszych energii.
Pasmo 2150 eV odpowiada P w kompleksie sorpcyjnym U(VI) i Th(IV) z ligandem
HDEHP, atakze P w ligandzie HDEHP zaadsorbowanym na NaX. Prawdopodobnie
tworzy si¢ wigzanie -P-O-Al-, czyli wigzanie atomow P liganda z grupami aluminolo-
wymi zeolitu NaX [8, 9]. Wzrasta gestos¢ elektrondw na atomach P i stad obserwowany
jest efekt przesuniecia pasma w kierunku niskich energii, niezauwazalny w przypadku
sorpcji na SiO, (pasmo 2151,6 eV), gdzie nie ma grup aluminolowych HO-AI= 4. Po-
rownanie widm probek U i Th z widmami referencyjnymi pokazuje, ze U(VI) i Th(IV)
sa obecne we wszystkich probkach.
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ADSORPCJA WYBRANYCH FARMACEUTYKOW
NA FUNKCJONALIZOWANYCH POWIERZCHNIACH
GRAFENOWYCH

K. KOWALSKA!, M. BARCZAK®, T.J. BANDOSZ? P. BOROWSKI', 'UMCS,
Wydziat Chemii, Katedra Chemii Teoretycznej, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031
Lublin, 2Department of Chemistry and Biochemistry, The City College of New York,
160 Convent Avenue, New York, NY, 10031, USA

Abstrakt: Zanieczyszczenia wody sg istotnym problemem wspélczesnego $wiata.
W ostatnich latach badania skupiaja si¢ wokot zanieczyszczen wod spowodowanych obecno-
$cig farmaceutykow, np. niesteroidowych lekow przeciwzapalnych, antybiotykow. Jest to
istotny problem, poniewaz konsumpcja tego rodzaju produktow ciagle rosnie, a to stanowi
zagrozenie nie tylko dla $rodowiska. W ramach przeprowadzonych badan podjeto probe
analizy oddzialywan wybranych farmaceutykow (diklofenaku, karbamazepiny oraz sulfame-
toksazolu) na funkcjonalizowanych powierzchniach grafenowych w oparciu o eksperyment
in silico z wykorzystaniem metody obliczeniowej DFT.

Wprowadzenie: Nieustanny rozwéj farmaceutyki zwigzany jest z coraz wiekszym
zapotrzebowaniem na produkty lecznicze nie tylko w odniesieniu do choréb soma-
tycznych, ale réwniez tych zwigzanych z zaburzeniami psychicznymi. Regularny
w ostatnich latach wzrost popytu na roznego rodzaju farmaceutyki odzwierciedla si¢
w ogromnych przychodach firm farmaceutycznych [1]. Ciagla potrzeba poprawy jako-
sci i komfortu zycia wywiera rowniez widoczny wptyw na srodowisko. W ostatnich
latach uwaga naukowcow skupia si¢ wokot wptywu farmaceutykow na Srodowisko
naturalne — prowadzone badania pokazuja, ze sa one obecne nie tylko W $ciekach, ale
takze wykrywane w wodach gruntowych i powierzchniowych w réznych formach [2].
Nalezy podkresli¢, ze cze$¢ substancji nie jest catkowicie wchtaniane przez organizm,
co wigcej niska §wiadomos$¢ spoteczna zwigzana z utylizacja tego rodzaju produktow
réwniez przyczynia do wzrostu ich zawartosci w wodach [2]. Oczywiscie nie sg to
jedyne zrédta wprowadzajace wspomniane substancje do srodowiska. Jednakze konse-
kwencje wynikajace Z obecno$ci farmaceutykow sa realne, m.in. lekoopornos$é, czy tez
zaburzenia rozwoju flory ifauny [3]. Za zanieczyszczenia wod odpowiedzialne sa
m.in. niesteroidowe leki przeciwzapalne, antybiotyki, leki psychotropowe, czy tez
hormony. Analizujac dostgpng literatur¢ widaé wyraznie, ze opis tego zagadnienia
skupia si¢ wokol badan eksperymentalnych (np. [4,5]); dostgpnych jest natomiast
niewiele prac teoretycznych z tego zakresu (np. [6]). W ramach tej tematyki przepro-
wadzono badania teoretyczne nad adsorpcja diklofenaku na funkcjonalizowanych
powierzchniach grafenowych, co stanowi istotne uzupetnienie dotychczasowej wiedzy
z tego zakresu. Diklofenak nalezy do grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych.
Wystepuje najczesciej w formie soli sodowej, ktora charakteryzuje si¢ dobrag rozpusz-
czalno$cia i fatwoscia przyswajania przez organizm [6]. Obecnie trwaja rowniez bada-
nia teoretyczne nad oddziatywaniami innych farmaceutykéw z powierzchniami grafe-
nowymi, m.in. karbamazepiny i sulfametoksazolu [4], co pozwoli na bardziej doktad-
ny opis mechanizméw ich adsorpcji z zanieczyszczonych wod.
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Cze$¢ obliczeniowa: Wszystkie obliczenia przeprowadzono na poziomie teorii
DFT/B3LYP [7] z baza funkcyjng 6-311++G** [8] stosujac metode reprezentatywnego
fragmentu (Rys.la) [9]. Ze wzgledu na struktur¢ analizowanego farmaceutyku
W obliczeniach uwzglgdniono wystepowanie oddziatywan natury dyspersyjnej poprzez
wprowadzenie tzw. poprawki Grimma [10]. Oczywistg kwestig pozostaje uwzglednienie
efektu rozpuszczalnika (wody) poprzez zastosowaniem tzw. ciagtego polaryzowalnego
modelu rozpuszczalnika (PCM, ang. Polarizable Continuum Model [11]). W trakcie
badan teoretycznych uwzgledniono szereg grup funkcyjnych przytaczonych do krawedzi
powierzchni grafenowej [9] zawierajacych w swojej strukturze atomy tlenu i azotu np.
grupe hydroksylowa, aminows, czy tez karboksylowa. Rowniez rozwazono uklady,
w ktorych grupy funkcyjne znajduja si¢ W bezposrednim sasiedztwie grupy hydroksylo-
wej W celu zbadania kooperatywnego charakteru wigzan wodorowych [12]. Modyfikacja
krawedzi grafenu takze obejmowata wprowadzenie protonowanych grup funkcyjnych
(aminowej oraz pirydynowej) ze wzglgdu na pH prowadzonych badan eksperymental-
nych. Przeprowadzone badania teoretyczne réwniez uwzgledniajg obecnos¢ defektow
w strukturze grafenu w postaci czwartorzedowych atomow azotu (Rys. 1b).

Rys. 1. Kompleks anionu diklofenaku z reprezentatywnym fragmentem powierzchni grafenowej
a) funkcjonalizowanej grupa hydroksylowa, b) zawierajacej defekty w postaci trzech czwartorzedowych ato-
moéw azotu.

Wyniki: Wyniki przeprowadzonych badan teoretycznych przedstawiono na Rys. 2. Na
podstawie uzyskanych danych mozna zauwazy¢, ze wyzsze wartosci energii stabilizacji
uzyskano dla uktadéw nieuwzgledniajacych obecnos$ci rozpuszczalnika (oznaczonych na
Rys. 2 kolorem zielonym). Wiaczenie do obliczen rozpuszczalnika (dane oznaczone
kolorem niebieskim na Rys. 2) dla wigkszosci uktadow powoduje spadek energii stabili-
zacji o ponad 35%. Najwickszy efekt zwigzany z obecno$cia rozpuszczalnika odnotowa-
no dla uktadow z protonowanymi grupami funkcyjnymi w strukturze grafenu, dla kto-
rych energie stabilizacji ulegly obnizeniu nawet o ponad 65%.

152



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

Sl

Rys. 2. Energie stabilizacji AE (w kcal mol™) uzyskane w wyniku adsorpcji anionu diklofenaku na reprezenta-
tywnych fragmentach powierzchni grafenowej, czystych i funkcjonalizowanych przyktadowymi grupami
funkcyjnymi przytaczonymi do jego krawedzi.

NH;' HO-HNH OH-NH,  OH-NH; piydyna~  pyrazol

M

W dotychczasowo prowadzonych badaniach teoretycznych [9] pokazano, Ze energie
stabilizacji zwigzane z adsorpcjg czasteczek wody (z fazy gazowej) na reprezentatyw-
nym fragmencie powierzchni grafenowej sa na ogét mniejsze niz 10 kcal mol™. Patrzac
na uzyskane wartosci energii stabilizacji zwigzane z adsorpcja anionu diklofenaku (Rys.
2) widaé, ze czasteczki wody nie bedg konkurowaé o miejsca aktywne na powierzchni
adsorbentu — w fazie gazowej uzyskane AE sa zdecydowanie powyzej 30 kcal mol™.
Uzyskane wyniki badan teoretycznych potwierdzajg rowniez kooperatywny charakter
wigzan wodorowych — zaobserwowano wzrost energii stabilizacji uzyskanych komplek-
sow, np. wprowadzenie kolejnej grupy hydroksylowej do uktadu (2xOH) powoduje
wzrost energii o ponad 5 kcal mol™, a tym samym uzyskanie bardziej stabilnych kom-
pleksow. Patrzac na przyktadowe struktury uzyskanych kompleksow (Rys. 1) nalezy
pokresli¢, ze kluczowa role W procesie adsorpcji maja oddzialywania dyspersyjne (duza
powierzchnia kontaktu powoduje, Ze istotng role odgrywaja oddziatywania typu m-m
stacking), a grupy funkcyjne w strukturze grafenu powoduja, ze anion diklofenaku zbliza
si¢ wlasnie W kierunku krawedzi dzieki oddziatywaniom elektrostatycznym. Warto do-
da¢, ze w przypadku niektorych grup funkcyjnych zaobserwowano migracje protonu
z grupy funkcyjnej do jednego z atoméw tlenu grupy COO™ anionu diklofenaku (por.
Rys. 1a), czy tez migracj¢ protonu migdzy grupami tak jak w przypadku grupy aminowej
bedacej w sasiedztwie grupy hydroksylowej. Wyniki uzyskane dla uktadéow zawieraja-
cych defekty w strukturze grafenu takze potwierdzaja dominujaca role oddzialywan
natury dyspersyjnej. Dodatkowo liczba atomoéw azotu w strukturze adsorbentu ma
wplyw na stabilno$¢ uzyskanych kompleksow z anionem diklofenaku. Zwigkszenie
liczby czwartorzgdowych atomoéw azotu powoduje wzrost energii stabilizacji (oddziaty-
wania typu tadunek-dipol) — wprowadzenie do struktury grafenu kolejnych dwoch ato-
moéw azotu powoduje wzrost energii stabilizacji o ponad 5 kcal mol™. Wspomniany
wzrost energii stabilizacji uzyskano rowniez dla uktadéw z karbamazeping oraz sulfame-
toksazolem (Rys. 3).
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Rys. 3. a) Struktura czasteczki sulfametoksazolu, b) kompleks utworzony w wyniku adsorpcji czasteczki
sulfametoksazolu na reprezentatywnym fragmentem powierzchni grafenowej zawierajacej defekty w postaci
trzech czwartorzedowych atomow azotu.

Whioski: Przeprowadzone badania teoretyczne umozliwity uzyskanie energii stabilizacji
zwigzanych z adsorpcja wybranych farmaceutykoéw (diklofenaku, karbamazepiny oraz
sulfametoksazolu) na funkcjonalizowanych powierzchniach grafenowych. Wyniki obli-
czen kwantowochemicznych pokazuja, ze wspomniany adsorbent moze by¢ efektywnie
wykorzystywany do usuwania tego rodzaju substancji z zanieczyszczonych wod
w oparciu o adsorpcje fizyczng. Dodatkowo badania teoretyczne potwierdzaja koopera-
tywny charakter wigzan wodorowych.
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ZASTOSOWANIE WEGLI AKTYWNYCH UZYSKANYCH
Z PREKURSOROW ROSLINNYCH DO ADSORPCJI
OLI(KWASU AKRYLOWEGO) ORAZ POLIETYLENOIMINY

M. GECA', M. WISNIEWSKA', P. NOWICKI?, 'UMCS, Wydziat Chemii, Katedra
Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, P1. Marii Curie-Sktodowskiej 3 , 20-031 Lublin,
2UAM, Wydziat Chemii, Zaktad Chemii Stosowanej, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8,
61-614 Poznan

Abstrakt: Lodygi pokrzywy, szalwii, melisy oraz miety zostaly zastosowane w roli
prekursoré6w do otrzymania wegli aktywnych. Materiaty te uzyskano na drodze aktywa-
cji fizycznej z wykorzystaniem CO; i poddano je charakterystyce pod katem parametrow
struktury porowatej oraz wilasciwosci powierzchniowejych. Wytworzone adsorbenty
wykazuja dobrze rozwinigta powierzchni¢ wtasciwg oraz odznaczaja si¢ wysoka zawar-
tosciag powierzchniowych grup funkcyjnych. Wegle aktywne zostaly wykorzystane do
adsorpcji polimeréw jonowych z uktadéw pojedynczych ipodwdjnych adsorbatow.
Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze adsorbenty uzyskane z biomasy roslinnej
moga by¢ z powodzeniem zastosowane do réwnoczesnego usuwania polietylenoiminy
oraz poli(kwasu akrylowego) z roztworéw wodnych.

Whprowadzenie: Wegle aktywne, dzieki swojej dobrze rozwinietej powierzchni
wtasciwej i polidyspersyjnej strukturze porowatej, sa czgsto uzywane jako materialy
adsorpcyjne. Dzigki wielu zréznicowanym technikom ich aktywacji oraz modyfika-
cji moga one by¢ stosowane do pochtaniania réznorodnych zwiazkéw chemicznych.
Produkowane sa gtéwnie z drewna, wegla kamiennego i brunatnego oraz torfu [1].
Jednak ze wzgledu na wyczerpywanie si¢ tych prekursoréow i wzrastajace zanie-
czyszczenie Srodowiska, poszukiwane sg alternatywne, odnawialne zroédta surow-
cow, ktore moga zostaé wykorzystane do produkcji wegli aktywnych. Jednym
z takich zrdodet sg pedy roélin, ktore po zbiorze mogg ponownie odrosnaé, co mini-
malizuje negatywny wplyw na ekosystem oraz czyni je zasobem niemal niewyczer-
palnym. Zréznicowane metody aktywacji materialow weglowych pozwalajg otrzy-
mac¢ adsorbenty zdolne do zatrzymywania na swojej powierzchni substancji o rdz-
nym charakterze chemicznym. Jednakze w dobie ciggle rosngcego zanieczyszczenia
srodowiska istotne jest wdrazanie zasad zielonej chemii i ograniczanie zuzycia od-
czynnikow chemicznych. Aktywacja fizyczna wykorzystujaca gazy (para wodna,
dwutlenek wegla) pozwala na otrzymanie wegli aktywnych o bardzo dobrze rozwi-
nigtej powierzchni, nie powodujac rownoczesnie produkcji $ciekéw chemicznych.
Z tego wzgledu mozna ja okresli¢ jako najbardziej przyjazng srodowisku metoda
otrzymywania wegli aktywnych [2]. Weglowe materialy adsorpcyjne znajduja sze-
rokie zastosowanie jako adsorbenty jonéw metali ciezkich ibarwnikéw organicz-
nych, jednak ich potencjat w usuwaniu polimeréw z roztworow wodnych jest jeszcze
niedostatecznie poznany [3]. Z tego powodu prezentowane badania skupiajg si¢ na
mozliwosci wykorzystania wegli aktywnych do redukcji zanieczyszczenia $rodowi-
ska spowodowanego przez polimery rozpuszczalne w wodzie. W eksperymentach
zastosowano dwa polielektrolity - anionowy poli(kwas akrylowy) (PAA)
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i kationowg polietylenoiming (PEI), ktore sa powszechnie uzywane W przemysle.
W zwigzku z tym, ze oba te polimery obecne sa W $ciekach, dlatego istnieje ko-
nieczno$¢ ich skutecznego usuwania z fazy wodnej.

Cze$¢ eksperymentalna: W celu otrzymania wegli aktywnych todygi pokrzywy
(PO), szalwii (SZ), melisy (ML) oraz mi¢ty (MT) zostatly rozdrobnione na kawatki
o dlugosci 1,5 - 2,0 cm i wysuszone w temperaturze 110 °C. Nastepnie prekursory
zostaly poddane rownoczesnej pirolizie i aktywacji fizycznej (AF) z uzyciem CO,
(Linde Gaz Polska) (przeptyw 250 ml/min) w temperaturze 800 °C, przez okres
30 min. Po tym czasie produkty aktywacji ostudzono do temperatury pokojowej za
pomocg zewnetrznego wentylatora. Charakterystyke struktury porowatej otrzyma-
nych wegli aktywnych przeprowadzono metoda adsorpcji/desorpcji azotu
w temperaturze —196 °C, wykorzystujac aparat ASAP 2420 (Micromeritics). Zawar-
tos¢ tlenowych grup funkcyjnych wystepujacych na powierzchni badanych materia-
ow weglowych wyznaczono metoda alkacymetryczng, zaproponowang przez Boe-
hma [4]. Badania adsorpcyjne z wykorzystaniem anionowego poli(kwasu akrylowe-
go) - PAA (Fluka) oraz kationowej polietylenoiminy - PEI (Sigma-Aldrich) prowa-
dzono przez 24 h, w temperaturze 25 °C, w pH 3. W tym celu nawazki wegli o masie
0,02 g dodano do roztworéw o objetosci 10 cm®, zawierajacych polimer o stezeniu
poczatkowym 200 ppm. Jako elektrolit podstawowy zastosowano roztwor chlorku
sodu (Sigma-Aldrich) o stezeniu 0,001 mol/dm®. Badania prowadzono w roztworach
pojedynczych ipodwojnych adsorbatow W celu okreslenia wzajemnego wplywu
polimeréw na ich adsorpcj¢. Wielko$¢ adsorpceji okreslono metodg statyczng, opiera-
jaca sie na réznicy stezen substancji w roztworach przed i po procesie adsorpcji.
Stezenie obu polimeréw W roztworach wyznaczono przy uzyciu spektrofotometru
UV-VIS Carry 1000 (Varian). Z uwagi na fakt, ze zaden z polimerow nie absorbuje
$wiatla w zakresie widzialnym i ultrafioletu, do oznaczen konieczne byto zastoso-
wanie reakcji kompleksowania. W przypadku poli(kwasu akrylowego) wykorzystano
reakcje z hyaming 1662, ktora skutkuje otrzymaniem biato zabarwionego komplek-
su. Absorbancje roztworéw mierzono po uptywie 15 minut od momentu dodania
odczynnika kompleksotworczego, przy diugosci fali 500 nm [5]. Z kolei st¢zenie
polietylenoiminy okre$lono z zastosowaniem reakcji z chlorkiem miedzi(ll), prowa-
dzacej do wytworzenia niebiesko zabarwionego kompleksu. Probki pozostawiono na
10 minut, a nastepnie mierzono ich absorbancje przy fali dtugosci 286 nm [6].

Wyniki: Wtasciwo$ci powierzchniowe otrzymanych materialow weglowych zestawiono
w tabeli 1. Wegle aktywne charakteryzuja si¢ dobrze rozwinigtg powierzchnig wlasciwa
Z duzym udzialem mikroporéw w strukturze. Najwieksza powierzchnie¢ wykazuje mate-
riat otrzymany z todyg miety (666 m?/g), odznaczajacy si¢ réwniez najwickszym udzia-
fem mikroporéw, z kolei analogiczny wegiel aktywny otrzymany z pokrzywy posiada
najmniej korzystne wlasciwosci teksturalne.
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Tabela 1. Wtasciwosci teksturalne otrzymanych wegli aktywnych.

Wegiel aktywny | Powierzchnia [m?/g] Objetosé porow [cm®/g] | Srednia wiel- | Udziat mikro-
catkowita | mikropory | catkowita | mikropory koé[én;r)r?]réw poréw
PO_AF 368 248 0,21 0,10 2,26 0,47
SZ_AF 399 327 0,20 0,13 1,96 0,65
ML_AF 547 430 0,26 0,17 1,92 0,65
MT_AF 666 535 0,32 0,21 191 0,66

W tabeli 2 przedstawiono zawarto$é¢ powierzchniowych grup funkcyjnych dla badanych
adsorbentow. Zuzyskanych danych wynika, Ze na powierzchni kazdego
z produktow aktywacji bezposredniej (zwlaszcza probki PO_AF) dominujg grupy
0 charakterze zasadowym. Material otrzymany z todyg pokrzywy wykazuje ponadto
najwyzsza calkowita zawarto$¢ grup funkcyjnych (4,89 mmol/g), natomiast materiat
otrzymany z migty najnizsza (2,19 mmol/g).

Tabela 2. Zawarto$¢ kwasowo-zasadowych grup powierzchniowych otrzymanych wegli aktywnych.

Wegiel aktywny Grupy kwasowe Grupy zasadowe Calkowita zawarto$¢
[mmol/g] [mmol/g] [mmol/g]
PO_AF 0,32 4,57 4,89
SZ_AF 0,48 1,96 2,44
ML_AF 0,29 2,03 2,32
MT_AF 0,63 1,56 2,19

W tabeli 3 zamieszczono informacje dotyczace wielko$ci adsorpcji obydwu polimerow
na powierzchni wegli aktywnych z uktadow pojedynczych i podwéjnych adsorbatow.
Poli(kwas akrylowy) jest adsorbowany w wigkszych ilosciach na powierzchni wszyst-
kich materiatow weglowych niz polietylenoimina. Ma to zwigzek z odmienng konforma-
cja tancuchow polimerowych wpH 3. W tych warunkach PAA na skutek minimalnej
dysocjacji grup karboksylowych wystepuje W postaci skiebionej, z kolei w przypadku
PEI dysocjacja grup aminowych jest niemal catkowita, co prowadzi do rozwinigtej kon-
formacji fancucha polimerowego. Skigbione tancuchy PAA moga bardziej swobodnie
adsorbowa¢ si¢ W porach materialow weglowych, natomiast adsorpcja rozwinigtych
makroczasteczek PEI- jest ograniczona tylko do zewnetrznej powierzchni adsorbentow.
Najlepszymi whasciwosciami adsorpcyjnymi w odniesieniu do poli(kwasu akrylowego)
charakteryzuje si¢ wegiel aktywny otrzymany z fodyg pokrzywy. Materiat ten wykazuje
najwigkszy $redni rozmiar poréw, co skutkuje najwicksza ich dostepnoscig dla makro-
czasteczek PAA. Ponadto zawarto$¢ kwasowo-zasadowych grup powierzchniowych
w przypadku probki PO_AF jest ponad dwukrotnie wicksza niz w dla pozostatych ad-
sorbentow, co takze moze zwigkszaé jego zdolno$¢ sorpcyjng. Wielkos$¢ adsorpcji polie-
tylenoiminy jest porownywalna na powierzchni wszystkich badanych wegli aktywnych.
W przypadku adsorpcji z roztworow podwojnych, powinowactwo PAA do powierzchni
materiatow weglowych zwigksza si¢ W porownaniu do uktadow pojedynczych. Ma to
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zwigzek z adsorpcja dodatnio naladowanych czasteczek polietylenoiminy, ktére w pH 3
lokuja si¢ bardziej prostopadle do dodatnio natadowanej powierzchni wegli aktywnych,
co zwigksza elektrostatyczne przycigganie tancuchow PAA. W przypadku polietylenoi-
miny réznice W wielkosci adsorpcji z roztworé6w podwodjnych nie roéznig si¢ znaczgco od
tych uzyskanych z roztworéw pojedynczych.

Tabela 3. Wielko$¢ adsorpcji polietylenoiminy oraz poli(kwasu akrylowego) na powierzchni otrzymanych
wegli aktywnych.

Wielko$¢ adsorpcji [mg/g]
Wegiel aktywny PEI PAA
PEI PEI+PAA PAA PAA+PEI
PO_AF 21,88 50,39 47,49 94,32
SZ_AF 29,83 21,45 18,79 42,26
ML_AF 30,54 25,31 28,69 44,16
MT_AF 27,84 27,64 23,16 42,58

Whioski: Otrzymane wegle aktywne charakteryzuja si¢ dobrze rozwinigta powierzchnia
wlasciwa (~370-670 m?/g) oraz znacznym udzialem mikroporéw w strukturze (47-66%).
Ponadto odznaczaja si¢ one znaczng zawarto$cig powierzchniowych grup funkcyjnych
(od 2,2 do 4,9 mmol/g), wérdd ktorych dominujg te o charakterze zasadowym. Poli(kwas
akrylowy) najlepiej adsorbuje si¢ na powierzchni wegla aktywnego uzyskanego z todyg
pokrzywy, ktory charakteryzuje si¢ najwickszym $rednim rozmiarem poréw oraz naj-
wyzsza zawarto$cia powierzchniowych grup funkcyjnych. Z kolei polietylenoimina jest
adsorbowana w podobnych ilo$ciach na powierzchni wszystkich materiatow weglowych.
Polimer o charakterze anionowym wykazuje zatem wyzsze powinowactwo do po-
wierzchni wegli aktywnych o dominujacym udziale grup zasadowych w poréwnaniu do
zwiazku wielkoczasteczkowego o charakterze kationowym, zarowno W uktadach poje-
dynczych, jak i podwojnych adsorbatow.
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WPLYW DODATKU BIOWEGLA DO GLEBY NA ILOSC
FTALANOW POBIERANYCH PRZEZ ROSLINY

A. SOKOLOWSKI, B. CZECH, UMCS, Wydzial Chemii, Katedra Radiochemii
i Chemii Srodowiskowej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin

Abstrakt: W badanach skupiono si¢ na okre$leniu wptywu dodatku biowegla do gleby
na losy estrow kwasu ftalowego w systemie gleba-warzywo. Okreslono ilos¢ ftalanow
pobierang przez satate iich dystrybucje W réznych czgéciach rosliny. Zastosowano 1%
dodatek roznych typéw biowegli przygotowanych z4 typéw  surowcow
a pirolizowanych w jednakowej temperaturze 600 °C. Otrzymane wyniki pokazuja, ze
rodzaj materialu uzytego do produkcji biowegla ma wptyw na wlasciwosci otrzymywa-
nego finalnie produktu, ktore z kolei decyduja o wydajnosci zatrzymywania ftalanow
w glebie.

Woprowadzenie: Estry kwasu ftalowego (PAEs — phthalic acid esters) inaczej hazywane
ftalanami, sg bardzo popularnymi plastyfikatorami stosowanymi w wielu produktach [1].
Wyréznia si¢ dwie grupy estrow ftalanéw: matoczasteczkowe (LMW — low molecular
weight) do ktorych zaliczajg si¢: ftalan dimetylu (DMP), ftalan dietylu (DEP), ftalan
dibutylu (DBP) i ftalan benzylu butylu (BBP) oraz wielkoczasteczkowe (HMW — high
molecular weight) takie jak: ftalan di-(2-etylheksylu) (DEHP) i ftalan di-n-oktylu
(DNOP) [2]. Produkty wykonane z tworzyw sztucznych sa glownym zrédlem ftalanow
we wszystkich elementach srodowiska takich jak: woda, gleba i powietrze [3]. Z uwagi
na fakt, ze ftalany sa zwigzane z matryca polimerowa jedynie stabymi wigzaniami, taki-
mi jak wigzania wodorowe lub oddzialywania van der Waalsa, to moga zosta¢ tatwo
wyptukane i trafi¢ do srodowiska [4]. Zanieczyszczenie gleby rolnej estrami kwasu fta-
lowego niesie za sobg duze niebezpieczenstwo dla ludzi. Obecne w glebie ftalany moga
zostaé pobrane przez rosliny i wprowadzone do tancucha pokarmowego. Spozywanie
zanieczyszczonej ftalanami zywnosci takiej jak: warzywa i owoce jest gtdwnym Zrodlem
narazenia ludzi na negatywne dziatanie tych zwigzkow [S]. Do schorzen wywotywanych
przez ftalany mozna zaliczy¢: alergie i astme oraz powazniejsze efekty takie jak: nowo-
twory, zaburzenia dziatania uktadéw nerwowego i hormonalnego oraz zaburzenie roz-
woju dzieci iniemowlat [3]. Agencja Ochrony Srodowiska Stanéw Zjednoczonych
(USEPA) okreslita: DMP, DEP, DBP, BBP, DEHP i DNOP jako zwiazki wymagajace
szczegolnej kontroli, a DEHP dodatkowo znajduje si¢ na liscie zwigzkow bedacych
potencjalnymi czynnikami rakotworczymi [6]. Z tego wzgledu konieczne jest prowadze-
nie badan majacych na celu oznaczanie zawartosci estrow ftalanoéw w produktach spo-
zywczych i opracowywanie metod i skutecznego usuwania ze $rodowiska lub immobili-
zacji. Ostatnio duza uwage zwraca si¢ na zastosowanie naturalnych dodatkéw do gleb.
Takim dodatkiem moze by¢ biowegiel (BC), czyli materiat staly otrzymany w wyniku
konwersji termochemicznej biomasy w atmosferze o ograniczonej zawartosci tlenu [7].
Jako surowiec mozna wykorzysta¢ roznego typu materiaty odpadowe z produkcji rolnej
np.: stomg, tupiny orzechow, ale takze osad Scickowy [8]. Zaleta zastosowania biowegla
w celu immobilizacji estrow ftalanow w glebie i ograniczenia ich biodostgpnosci jest
fakt, ze biowegiel jest uzywany jako dodatek do gleb zwigkszajacy ich zyznosc.
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Do pozytywnych efektow stosowania biowegla w glebie, potwierdzonych licznymi ba-
daniami mozna zaliczy¢: zwigkszenie pH gleb kwasnych, zwigkszenie biodostgpnosci
wielu mikroelementow np.: K, Mg, Ca, P, Cu, Mn, Fe i N, zwickszenie wilgotno$ci
gleby przez ograniczenie procesu parowania wody, zwigkszenie pojemnosci jonowy-
miennej gleby i stymulacje rozwoju mikroorganizméw glebowych [9, 10]. Oznacza to,
ze zastosowanie biowegla jako sorbentu majacego zmniejszy¢ biodostgpnos¢ ftalanow
dla roslin jednocze$nie moze zwigkszy¢ uzyskiwane plony i zmniejszy¢ ryzyko jakie
stwarza dla ludzi spozywanie roslin zanieczyszczonych estrami kwasu ftalowego.

W celu okreslenia wplywu dodatku réznych typow biowegli przygotowanych z réoznych
surowcow na ilo$¢ ftalandw pobieranych przez rosliny wykorzystana zostata satata (Lac-
tuca sativa L.). Jest to popularne warzywo, spozywane na surowo W wielu krajach. Sta-
nowi zrodto wielu mikroelementow i witamin np.: A, C, E.

Cze$¢ eksperymentalna: Prowadzone doswiadczenia sktadalo si¢ z kilku etapow:

- produkcja biowegli: w badaniach wykorzystane zostaly biowegle przygotowane
z dwoch roéznych surowcow, z dwoch réznych grup materiatow odpadowych: stomy ze
stonecznika (BC-Sf) — jako materiatu odpadowego z produkcji rolnej i osadu sciekowe-
go (BC-Ss). Piroliza prowadzona byla w temperaturze 600 °C wczasie 3 h,
W atmosferze azotu. Jednakowe parametry syntezy miaty na celu zapewnienie, ze r6zni-
ce we wlasciwosciach biowegli moga wynikaé jedynie z uzycia ré6znych surowcow.

- badania wiasciwosci fizykochemicznych otrzymanych biowegli: przeprowadzone zo-
staly badania podstawowych wiasciwosci fizykochemicznych otrzymanych materiatow,
takie jak: pH, zawarto$¢ pierwiastkow C, H, N i O, zawartos$¢ catkowitego wegla orga-
nicznego (TOC), okre$lenie zawarto$ci popiotow, okreslenie powierzchni wlasciwej
i pojemnosci porow, oraz przy pomocy spektroskopii FT-IR i rentgenowskiej spektrome-
trii fotoelektronow (XPS) zbadano grupy funkcyjne obecne na powierzchni biowegli.

- hodowla roélin: przygotowane biowegle byly dodawane w ilo$ci 1% do 340 g gleby
w szklanych naczyniach, gleb¢ nastrzykiwano 1 mL roztworu ftalanow zawierajacego 1
pug/mL kazdego z testowanych zwigzkow: DMP, DEP, DBP, BBP, DEHP, DNOP, do
cato$ci dodawana byta woda w celu osiggnigcia 65 % pojemnosci wodnej. Na tak przy-
gotowanej glebie siano po 10 nasion sataty. Uprawa roslin prowadzona byta przez 6
tygodniu w Conviron GEN100 w statej wilgotnosci 65 %, w 12 godzinnych cyklach
dziefi/noc, W temperaturze 22 °C/ 18 °C dzien/ noc. Rosliny byly podlewane 2 razy
w tygodniu w celu utrzymania statej wilgotnosci gleby na poziomie 65 %.

- analiza zawarto$ci estrow ftalandw W poszczegdlnych czgsciach rosliny: po 6 tygo-
dniach uprawy, rosliny zostaty usunigte z gleby i umyte woda destylowana. Liscie zosta-
ly oddzielone od korzeni, poszczegdlne czesci rosliny zostaty zamrozone w temperaturze
-20 °C i zliofilizowane przed dalszg analizg GC-MS/MS wedtug procedury [11].

Wyniki: Otrzymane biowegle miaty charakter zasadowy, a roznity si¢ zasadniczo za-
réwno zawarto$cig wegla (23% BC-Ss do nawet 86,7% BC-Sf), w tym wegla organicz-
nego (ponad dwukrotnie wigcej W BC-Sf) oraz iloscig popiotu (7% w BC-Sf i az 63%
w BC-Ss) i wielkoscig dostgpnej powierzchni (Tabela 1). Obecnosé wegla czy tez frakeji
nieorganicznej w popiele moze by¢ zrodlem substancji odzywczych, gdy biowegiel
dodawany jest do gleby a dobrze rozwinigta powierzchnia moze zwigksza¢ immobiliza-
cj¢ zanieczyszczen, ale tez i substancji odzywczych.
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Tabela 1. Wiasciwosci fizykochemiczne biowegli uzytych w doswiadczeniu.

Materiat Surowiec pH Popiot C H N (6] TOC Seet
(%) ) | (%) | ) | (%) | (mglg) | (m?g)

BC-Ss Osad $ciekowy 8,06 62,78 23,49 | 0,57 | 3,66 | 9,5 328,05 26,05

BC-Sf Stonecznik 9,26 | 6,7 86,71 | 1,67 | 0,96 | 3,96 | 878,52 | 0,102

Dodatek biowegla do gleby spowodowal zmiany stgzenia estrow kwasu ftalowego
w réznych cze$ciach salaty. Poszczegdlne zwiazki reagowaty na dodatek biowegla
W rozny sposob. Stezenia czesci z badanych ftalanow w probkach z dodanym bioweglem
ulegly zmniejszeniu W poréwnaniu z proba kontrolna. Taki efekt miato dodanie do gleby
biowegla otrzymanego ze stonecznika na stezenie DMP, DEP, DBP i BBP w korzeniach
sataty (Tabela 2). Wzbogacenie gleby 1% dodatkiem BC-Sf nie spowodowato natomiast
znaczace] zmiany stezenia DNOP ale zwigkszylo ilos¢ DEHP w korzeniach sataty.
Oznacza to, ze BC przygotowany ze stonecznika przyczynit si¢ do zmniejszenia biodo-
stepnosci estrow kwasu ftalowego z grupy zwiazkéw matoczasteczkowych. Biowegiel
z osadu $ciekowego przyczynit si¢ jedynie do zmniejszenia stezenia DEP w korzeniach
sataty. W przypadku pozostatych analizowanych zwiazkéw powodowat wzrost ich ste-
zenia W tej czesci rosliny.

Tabela 2. Zawarto$¢ ftalanow w korzeniach safaty.

Probka DMP DEP (ng/L) | DBP (ng/L) | BBP (ng/L) DEHP DNOP
(ng/L) (ng/L) (ng/L)

Kontrola 1,0784 3,3677 0,6079 1,0137 0,7384 1,6295
BC-Ss 1,1129 3,1747 0,8 1,3135 0,9148 2,5595
BC-Sf 0,787 2,1716 0,5861 0,8081 1,5582 1,6195

W przypadku lisci sataty (Tabela 3) znaczne zmniejszenie zawartos¢ dwoch ftalanow:
DMP i DEHP zaobserwowano w wyniku dodatku BC-Sf. Niestety dodatek BC-Sf spo-
wodowat jednoczesnie znaczny wzrost stezen W liSciach sataty takich zwigzkow jak:
DBP, BBP i DNOP, nie majac wptywu na stezenie DEP. Dodatek BC-Ss spowodowat
natomiast zmniejszenie stezenia DNOP w lisciach sataty. Stgzenia pozostalych estrow
kwasu ftalowego w lisciach sataty wzrastaly w wyniku dodatku biowegla otrzymanego
z osadu $ciekowego. W przypadku DMP, DEP, DBP i DEHP wzrost ten wynosit od
0,310 ng/L do 0,375 ng/L. Jednak w przypadku BBP wzrost ten byt wigkszy i wynosit
0,936 ng/L. Dodatkowo mozna zauwazy¢, ze wszystkie badane zwigzki osiagaty wigk-
sze stezenie W lisciach sataty niz w jej korzeniach.

Whioski: Ftalany podobnie jak inne zwigzki organiczne mogg by¢ pobierane
z gleby przez korzenie roslin. Sa one nastgpnie transportowane do innych czgsci roslin,
gdzie ulegaja akumulacji. Analizujac wyniki przeprowadzonych badan mozna zauwazyc¢,
ze W przypadku estrow kwasu ftalowego transport W salacie nie jest zaburzony,
a organami, w ktorych sg one akumulowane sg jadalne liscie, co powoduje wzrost zagro-
zenia dla zdrowia ludzi. Dodatek bioweggli do gleby zanieczyszczonej ftalanami ma
wpltyw na ilo§¢ tych =zwigzkéw pobierang przez roéliny iich akumulacje
W poszczegodlnych czgéciach roslin. Rozne typy bioweggli moga zmniejszac stezenie tych
niebezpiecznych zwigzkéw W korzeniach sataty, ale powodowa¢ zwigkszenie ich zawar-
tosci W liciach. Rozne zwigzki reaguja W rozny sposob na obecnos¢ biowegla, co wyni-
ka z whasciwosci zarowno danego ftalanu ,jak ibiowegla. Dziatanie poszczegdlnych
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materiatéw zalezy W najwigkszym stopniu od takich wlasciwosci jak: wielko$¢ po-
wierzchni wlasciwej oraz ilos¢ i typ grup funkcyjnych obecnych na powierzchni biowe-
gla. Na zdolno$¢ do immobilizacji ftalanéw na powierzchni biowggla wpltyw ma rowniez
jego pH, aromatyczno$¢ i sktad pierwiastkowy. Gtoéwnymi oddziatywaniami odpowie-
dzialnymi za wigzanie ftalanow z powierzchnig biowegla s3: n-n donor-akceptor oraz
oddziatywania hydrofobowe. Wtasciwosci dodawanego biowegla maja réwniez wpltyw
na wzrost i rozwdj roslin. Pewne materiaty dzigki duzej zawartosci substancji mineral-
nych moga stymulowa¢ wzrost ro$lin, dodatkowo zwickszajac w nich zawarto$¢ takich
zwigzkow jak: cukry i witaminy. Inne biowegle mogg mie¢ natomiast catkiem przeciwne
dziatanie, bedac toksycznymi dla roslin i hamujac ich wzrost. Konieczne jest zatem
odpowiednie dobranie stosowanego biowggla do rodzaju zanieczyszczen i typu uprawia-
nej rosliny. W niektorych przypadkach konieczne moze by¢ uzycie kilku r6znych bio-
wegli, ktorych dziatanie wzglgdem poszczeg6lnych ftalanéw bedzie si¢ uzupeiato.

Tabela 3. Zawartos¢ ftalanow w lisciach safaty.

Probka DMP DEP (ng/L) | DBP (ng/L) | BBP (ng/L) DEHP DNOP

(ng/L) (ng/L) (ng/L)

Kontrola 5,5059 3,207 7,5961 5,0847 7,1701 2,941

BC-Ss 5,8162 35736 7,9711 6,0203 7,5257 2,5599

BC-Sf 3,9406 3,2078 8,1354 6,4099 5,3311 4,857
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WLASCIWOSCI TERMICZNE KOPOMILEROW
DIWINYLOBENZENU | METAKRYLANU GLICYDYLU PRZED
| PO SORPCJI BLEKITU METYLENOWEGO

M. PARCHETA, UMCS, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Polimerow, ul. Gliniana 33,
20-614 Lublin

Abstrakt: W publikacji porownane zostaty wlasciwosci termiczne polimerow na bazie
diwinylobenzenu (DVB) i metakrylanu glicydylu (GMA) przed i po sorpcji bigkitu me-
tylenowego. Analiza termiczna wykazata iz zardwno polimery wyj$ciowe, jak i po sorp-
cji sa stabilne do 200°C. Na podstawie analizy gazow, wydzielajacych si¢ w czasie ana-
lizy termicznej, zaproponowano schematy rozktadu otrzymanych polimeréw oraz barw-
nika oraz produktow ich rozpadu.

Woprowadzenie: Polimery porowate, to trojwymiarowe, usieciowane struktury, otrzy-
mywane na drodze polimeryzacji spgczniania, suspensyjnej lub emulsyjne;j.
W  zaleznosci od rozktadu objetosci porow wzglgdem rozmiaru ich $rednic, wielkosci
powierzchni whasciwej, wlasciwosci termicznych i wytrzymatosci mechanicznej polime-
ry znajduja liczne zastosowania W réznych gateziach przemystu [1,2]. Mikrosfery poli-
merowe stosowane sa W przemysle farmaceutycznym jako no$niki do kontrolowanego
uwalniania lekow, porowate podtoza do syntezy biatek, a takze jako noéniki do immobi-
lizacji enzymow [3]. W niektdrych przypadkach kluczowe znaczenie dla zastosowan
polimerow maja ich wlasciwosci termiczne. Duza odporno$¢ na dziatanie wysokiej tem-
peratury jest warunkiem koniecznym w przypadku zastosowan mikrosfer polimerowych
jako wypemien kolumny w chromatografii gazowej. Polimery moga tez uczestniczy¢
w procesach katalitycznych, ktore rowniez wymagaja wysokiej odporno$ci termicznej,
gdyz zachodzg one W temperaturze przekraczajacej 200 °C. Odpornos$¢ termiczna poli-
meréw wzrasta wraz ze wzrostem stopnia usieciowania. Monomerami sieciujgcymi
moga by¢ zaréwno wielofunkcyjne zwigzki aromatyczne jak rowniez alifatyczne [4].
W tej publikacji, jako monomer sieciujacy zastosowany zostat diwinylobenzen (DVB),
posiadajacy dwie aktywne, wiszace grupy etylenowe, ktore tatwo wchodza w reakcje
polimeryzacji, tworzac termoutwardzalne materiaty o sferycznej morfologii. Mikrosfery
polimerowe stosowane sa rowniez W technice SPE jako sorbenty do wstepnego zat¢zania
i usuwania zanieczyszczen srodowiskowych tj. leki czy barwniki sztuczne z wody [5], co
ma szczegdlne znaczenie zwazywszy na fakt, iz tylko 0,02 % ziemskich zasobow wody
jest przydatna do spozycia [6]. Sorbenty polimerowe, w przeciwienstwie do krzemion-
kowych mogg by¢ stosowane w szerokim zakresie pH, ponadto wykazujg odpornos¢ na
dziatanie rozpuszczalnikéw organicznych, kwasow izasad, atakze wysoka selektyw-
no$¢ wzgledem sorbowanych substancji. Zaletg sorbentéw polimerowych jest réwniez
mozliwos¢ ich regeneracji i ponownego zastosowania [7].

Czes¢ eksperymentalna: Homopolimer pDVB oraz kopolimery diwinylobenzenu oraz
metakrylanu glicydylu zostaly otrzymane w reakcji polimeryzacji suspensyjnej, prowa-
dzonej przez 20 godzin w temperaturze 70°C przy jednoczesnym mieszaniu
o intensywnos$ci 300 rpm. Stosunek objetosciowy monomeréw w Kopolimerze wynosit
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1:1. Jako rozpuszczalnik porotworczy zastosowano toluen, za$ katalizatorem polimery-
zacji byt AIBN. Sorpcje biekitu metylenowego na pDVB prowadzono metoda statyczna,
w tazni wodnej z mieszaniem o intensywnosci 100 rpm, W temperaturze 25°C. Nawazka
polimeru byta rowna 0,1 g. Sorpcje biekitu metylenowego prowadzono z 10 ml roztworu
wodnego barwnika o stgzeniu 10 mg/L. Analiz¢ TG wykonano za pomoca aparatu
Netzsch STA 449 F1 Jupiter w helu. Szybko$¢ ogrzewania probki wynosita 10°C/min.
Nawazka probek umieszczanych w tyglu wynosita ok. 7 mg.

Wyniki:. W celu okre$lenia wptywu sorpcji biekitu metylenowego na stabilnos¢ ter-
miczng mikrosfer polimerowych wykonano analiz¢ rozktadu badanych materiatow
w zakresie temperaturowym od 35 do 1000°C. Na Rys.1 poréwnano krzywe TG oraz
wykres Gram Shmidta polimeréw pDVB oraz DVB-GMA przed i po sorpcji biekitu
metylenowego.
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Rys. 1. Krzywe rozktadu termicznego (a) oraz wykresy Gram Shmidta (b) badanych polimeréw przed
i po sorpcji bigkitu metylenowego.

W zakresie 35-200°C nie zaobserwowano wptywu zaadsorbowanego biekitu metyleno-
wego na stabilno$¢ termiczng badanych polimeréow. Powyzej 300 °C polimery, na po-
wierzchni  ktérych zaadsorbowano barwnik ulegaja wczes$niejszemu rozktadowi
w porownaniu z polimerami niemodyfikowanymi. Polimery wyjsciowe rozkladaja si¢
jednoetapowo, natomiast w przypadku polimerow zawierajacych zaadsorbowany barw-
nik, pojawia si¢ drugi etap, zwigzany z dekompozycjg biekitu metylenowego. Barwnik
ten jest mocniej zwigzany z pDVB niz z kopolimerem DVB-GMA, gdyz w przypadku
homopolimeru rozktad zaadsorbowanego barwnika zaczyna si¢ W temperaturze 468°C,
za$ dla kopolimeru rozktad ten ma poczatek w temperaturze 428°C. Opis produktow
rozkladu badanych materialow wykonano W oparciu analize gazéw uwalnianych
w czasie ich ogrzewania na podstawie widm FTIR. Rozpad badanych polimeréw oraz
barwnika przedstawiono na Rys.2.
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Rys. 2. Produkty rozktadu badanych polimerow i biekitu metylenowego.

Whioski: W pracy poréwnano termiczny rozktad polimeréw na bazie diwinylobenzenu
i metakrylanu glicydylu przed i po sorpcji barwnika metylenowego. Badane polimery
wykazuja stabilnos$¢ termiczng do 200 °C. Powyzej 300 °C, polimery z zaadsorbowanym
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barwnikiem ulegaja wczesniejszej dekompozycji niz polimery wyjsciowe. W przeci-
wienstwie do polimeréw wyjsciowych polimery poddane sorpcji rozktadaja si¢ dwueta-
powo. Barwnik nie rozktada si¢ catkowicie — po analizie pozostato 10,74 % jego wyj-
Sciowej masy. Na podstawie wynikow analizy EGA, zaproponowano schematy rozktadu
termicznego otrzymanych polimerow i biekitu metylenowego.

Praca zostala zrealizowana w ramach projektu 101131382 — Cleanwater, Horizon
MSCA -2022-SE-01
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BADANIE PRZYDATNOSCI SORBENTU IMPREGNOWANEGO
DO USUWANIA JONOW METALI SZLACHETNYCH

K. ZINKOWSKA, Z. HUBICKI, G. WOJCIK, UMCS, Wydziat Chemii, Katedra
Chemii Nieorganicznej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin

Abstrakt: Metale szlachetne sg wyjatkowa grupg pierwiastkow, ktorych ceny ze wzgle-
du na zmniejszajace si¢ zasoby naturalne wzrastaja z kazdym rokiem. Z tego powodu
istnieje konieczno$¢ pozyskiwania tych metali ze Zrodet wtornych i poszukiwania efek-
tywnych metod ich odzysku. Celem niniejszej pracy bylo zbadanie przydatnosci sorben-
tu Lewatit VP OC 1026 impregnowanego czwartorzedowa sola amoniowa Aliquat 336
do usuwania jonéw metali Au(II), Pd(I), Pt(IV) i Rh(lll) z chlorkowych roztworow
wodnych zawierajgcych makrosktadnik. Scharakteryzowano powierzchni¢ sorbentu
przed i po impregnacji ekstrahentem za pomocg elektronowego mikroskopu skaningo-
wego (SEM). Zbadano wptyw czasu kontaktu faz w obecnos$ci makrosktadnika w postaci
jonéw cynku(Il). Zawarto$¢ pierwiastkow w roztworach modelowych po sorpcji ozna-
czono technika optycznej spektrometrii emisyjnej z plazma wzbudzonag indukcyjnie
(ICP-OES). Najwyzsza pojemno$¢ sorpcyjng oraz najwyzszy wspotczynnik wydzielania
jonow otrzymano dla jonow platyny(IV).

Whprowadzenie: Metale szlachetne sg cenione przede wszystkim za swoja doskonatg
przewodnos¢ elektryczng i wyjatkowa odpornoé¢ na korozje. Z tego powodu sg uzywane
w zastosowaniach, w ktorych istotne sa specjalne whasciwosci powierzchni, dobre wia-
$ciwo$ci mechaniczne czy tez estetyczny wyglad. Metale szlachetne od wiekow sa uzy-
wane jako materialy, z ktorych wytwarzana jest bizuteria. Powloki ze zlota, palladu czy
platyny szeroko stosowane sg w m.in. elektronice. Ze wzgledu na wiasciwosci katali-
tyczne platyny, palladu i rodu, s one uzywane do produkcji konwerterow spalin samo-
chodowych [1]. W ostatnich kilkudziesigciu latach zainteresowanie metalami szlachet-
nymi znaczaco wzrosto ze wzgledu na szybki rozwdj technologiczny, stad tez zwigkszo-
na produkcja tych metali. Jednak, sg to surowce wyczerpywalne, wiec z roku na rok ich
zasoby malejg i coraz wazniejszg role odgrywa recykling tych metali [2]. Odzysk metali
szlachetnych moze by¢ przeprowadzany metodami hydrometalurgicznymi lub pirometa-
lurgicznymi. Metody hydrometalurgiczne maja t¢ przewage nad pirometalurgicznymi, ze
pozwalaja na wigksza kontrol¢ nad procesem oraz nie potrzebuja tak drogiego
i skomplikowanego sprze¢tu. Wada stosowania metod mokrych jest generowanie szko-
dliwych odpadow powstajacych przez stosowanie duzych ilosci agresywnych odczynni-
kow [3]. Do separacji metali szlachetnych wykorzystuje si¢ szereg réoznych technik m.in.
ekstrakcje rozpuszczalnikows, procesy elektrochemiczne, procesy membranowe czy
wymian¢ jonowa. Dobra alternatywa dla technik separacyjnych zuzywajacych duze
ilosci toksycznych rozpuszczalnikow sg impregnowane zywice polimerowe (Solvent-
Impregnated-Resins — SIRs). Sa to sorbenty powstale w wyniku zaadsorbowania na
makroporowatej matrycy polimerowej okreslonego, selektywnego wobec konkretnych
jonow ekstrahenta. Dotad, do impregnacji sorbentow stosowano toksyczne organiczne
odczynniki np. chloroform, wktorym rozpuszczany byt ekstrahent [4]. Badany
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w niniejszej pracy sorbent Lewatit VP OC 1026 zostal przygotowany za pomocg nowej
metody, bez uzycia rozpuszczalnika, ktora jest bardziej przyjazna srodowisku.

Cze$¢ eksperymentalna: Lewatit VP OC 1026 jest komercyjnie dostgpna, makroporo-
watg zywicg impregnowana kwasem di(2-etyloheksylo)fosforowym (D2EHPA), ktora
nie ma zdolno$ci do sorpcji jonow metali szlachetnych. Aby sorbent mogt by¢ przydatny
do usuwaniu jonéw Au(Ill), Pd(Il), Pt(IV) i Rh(III) zostal ponownie zaimpregnowany
czwartorzedowa solg amoniowg (chlorkiem metylotrioktyloamoniowym) o nazwie han-
dlowej Aliquat 336. Impregnacj¢ przeprowadzono nowa metoda, bez uzycia toksycz-
nych rozpuszczalnikéw organicznych. 1 g ekstrahenta zostal podgrzany do temperatury
ok. 60°C, a nastepnie bezposrednio i doktadnie wymieszany z 2 g sorbentu Lewatit VP
OC 1026. Tak zaimpregnowany sorbent uzyto do badan sorpcji jonéw metali szlachet-
nych. Zbadano wplyw czasu kontaktu faz na sorpcj¢ jondw Au(Ill), Pd(II), Pt(IV)
i Rh(111) w obecnosci makrosktadnika — jonow Zn?*. W tym celu, do kolb stozkowych
odwazono na wadze analitycznej po 0.2 g sorbentu i kontaktowano z 50 cm? roztworu
ZnCl, o stezeniu jonéw cynku 0.1 M, stezeniu kwasu chlorowodorowego 0.1 M
i zawarto$ci jonoOw metali szlachetnych 10 ppm. Prébki pobierano po czasie: 1, 5, 15, 30,
60, 120, 240, 360, 1440 minut do kolb o pojemno$ci 10 cm?® i rozciehczano woda do
kreski. Zawarto$ci badanych metali zmierzono przy uzyciu optycznej spektrometrii emi-
syjnej z plazma wzbudzong indukcyjnie (ICP-OES).

Wyniki: Na rysunku 1 przedstawiono zdjgcia powierzchni sorbentu Lewatit VP OC
1026, ktére otrzymano za pomoca elektronowego mikroskopu skaningowego Phenom
World (powigkszenie x 460). Na zdjeciu la widoczny jest sorbent przed impregnacja,
ktorego powierzchnia wydaje sie dosy¢ szorstka. Na zdjeciu 1b, po impregnacji Aliqua-
tem 336, powierzchnia przedstawionego sorbentu stata si¢ znacznie mniej chropowata
i bardziej jednorodna. Potwierdza to, ze ekstrahent znajduje sie na powierzchni sorbentu
Lewatit VP OC 1026.

a) b)
Rys. 1. Zdjgcia SEM powierzchni sorbentu Lewatit VP OC 1026: a) przed impregnacja; b) po impregnacji.

Na rysunku 2. zaprezentowano wykres zaleznosci wspolczynnika wydzielania jondéw
(%R) od czasu kontaktu faz (t). Wspotczynnik wydzielania jonéw metali szlachetnych
zostal obliczony przy uzyciu wzoru:
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C
%R =%- 100%
o

gdzie: %R — wspotczynnik wydzielania jondw metali szlachetnych; Cy— stezenie po-
czatkowe metali szlachetnych (ppm); C; — stezenie jonéw metali szlachetnych po czasie t
(ppm).

Na rysunku 3 przedstawiona zostala zalezno$¢ pojemnos$ci sorpcyjnej (q) sorbentu Le-
watit VP OC 1026 impregnowanego Aliquatem 336 od czasu kontaktu faz (t). Pojem-
nos¢ sorpcyjna wyliczono na podstawie rownania:

ED_Ct

m

q= v

gdzie: q — pojemnos¢ sorpcyjna sorbentu (mg/g); Co — poczatkowe stezenie jondw metali
szlachetnych (ppm); C, — stezenie jonow metali szlachetnych po czasie t (ppm); V —
objetos¢ uzytego roztworu (dm®); m — masa uzytego sorbentu (g).

Analizujac wykres na rysunku 2 mozna zauwazy¢, ze im dhuzszy byt czas, w ktorym
fazy pozostawaly w kontakcie, tym wickszy byt wspotczynnik wydzielania jonéw metali
szlachetnych. Jedynie jony Rh(III) nie byly usuwane z roztworu przez sorbent Lewatit
VP OC 1026+Aliquat 336. Najlepiej sorbowanymi jonami w tym uktadzie byly jony
platyny(IV). Niemalze wszystkie jony Pt(IV) zostaly zasorbowane po 24 godzinach,
a wspotczynnik wydzielania jonéw wynosit 96,82%. Najwicksza pojemnos¢ sorpcyjng
uzyskano réwniez dla tego pierwiastka — 2,42 mg/g. Wspotczynniki wydzielania jonow
po 24 godzinach dla ztota(IIl) i palladu(II) byty do siebie zblizone i wynosily odpowied-
nio: 92,7% oraz 92,6%. Pojemnos$ci sorpcyjne wynosity: 2,32 mg/g dla Au(lll) oraz
2,31 mg/g dla Pd(II). Sorpcja jonoéw ztota(Ill) sposrod wszystkich badanych metali na-
stepowala najszybciej: po 30 minutach zasorbowane zostato az 63,7% wszystkich jonow.
Dla poréwnania wspoétczynniki wydzielania jonow po 30 minutach dla jonoéw palladu(Il)
i platyny(1V) wynosity kolejno: 19% i25,6%. Wyraznie wida¢, ze mimo obecnosci
duzego stezenia jonow cynku(Il), jony metali szlachetnych nadal byty efektywnie usu-
wane z roztworu. Potwierdza to selektywnos¢ sorbentu wzgledem jonow Pt(IV), Pd(II)
oraz Au(lll).

169



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

100

90 )_.,}—r—'* —TT==
80 ]
]
70
60 [
—_ - -8 - Au
X
= s0
= Pd
a Pt
30 ® - - -Rh
20 |

10 |

o—— -
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
t [min]

Rys. 2. Zalezno$¢ wspotczynnika wydzielenia jonéw metali szlachetnych (10 ppm Au(III), Pd(ID), Pt(IV),
Rh(I11)) z roztworu 0.1 M HCI, 0.1 M Zn(1l) od czasu kontaktu faz.
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Rys. 3. Zalezno$¢ pojemnosci sorpcyjnej sorbentu z roztworu (0.1 M HCI, 0.1 M Zn(ll), 10 ppm Au(lll),
Pd(II1), Pt(1V), Rh(ll1)) od czasu kontaktu faz.

Whioski: Po przeprowadzeniu odpowiednich badaf, mozna stwierdzi¢, ze otrzymany
sorbent impregnowany Lewatit VP OC 1026+Aliquat 336 mozna wykorzysta¢ do sorpcji
jonow metali szlachetnych: Au(lll), Pd(Il), a w szczegdlnosci jondow Pt(IV), dla ktorych
wspotczynnik wydzielania jondw po 24 godzinach byt najwigkszy i wynosit 96,82%.
Obecnos¢ makrosktadnika (jony cynku(Il)) nie wptywata na osiagni¢cie wysokich war-
tosci wspotczynnikow wydzielania i pojemnosci sorpcyjnych dla jonow Au(IIl), Pd(I1)
i Pt(IV). W badanym uktadzie jony rodu(III) nie ulegaty sorpcji.
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POSZUKIWANIA SKUTECZNYCH METOD USUWANIA
POZOSTALOSCI LEKOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH
NA BAZIE PLATYNY ZE SCIEKOW SZPITALNYCH

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

Abstrakt: W pracy przedstawiono procedure otrzymywania biosorbentu i biowegli ze
zboin pszczelich oraz ich charakterystyke fizykochemiczng. Oméwiono optymalizacje
procesu adsorpcji cisplatyny z modelowych roztworéw wodnych na otrzymanych mate-
riatach. W tym celu zbadano wptyw pH oraz czasu kontaktu faz na adsorpcj¢ cispalaty-
ny. Ponadto wyznaczono maksymalne pojemnosci adsorpcyjne cisplatyny na uzyska-
nych adsorbentach.

Wprowadzenie: Nowotwory sa uwazane za drugg najczgstsza przyczyne zgondw na
swiecie. Wedtug Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem (IARC) do 2040r. na
catym $wiecie zostanie zdiagnozowanych 30,2 mln nowych przypadkéw nowotwordw,
a liczba zgondéw przekroczy 16 mlin. Konsekwencja zwickszenia liczby zdiagnozowa-
nych nowotworow bedzie wzrost stosowania lekow cytostatycznych. Terapeutyki te sa
projektowane i stosowane w celu wywotania dysfunkcji komoérek. Ich dziatanie polega
na hamowaniu wzrostu komorek nowotworowych w skutek zmian ich metabolizmu oraz
blokady procesu podziatu i reprodukcji komorek. Do najczesciej stosowanych chemiote-
rapeutykow (~70%) naleza zwiazki syntezowane na bazie platyny. Na przestrzeni ostat-
nich 50 lat zaprojektowano wiele cytostatykow zawierajacych w swoim skltadzie jony
platyny, ale tylko kilka z nich uzyskato miedzynarodowa zgode na dopuszczenie do
obrotu, tj. cisplatyna, karboplatyna, oksaliplatyna, nedaplatyna, heptaplatyna
i laboplatyna. Wérdd nich najistotniejszym cytostatykiem jest cisplatyna, ktora wykorzy-
stywana jest w leczeniu az okoto 50% pacjentow z réznym typem nowotworow, W tym
jader, pecherza moczowego, jajnikow, piersi, gtowy, ptuc, a takze nowotworu krwi [1,2].
Poniewaz cisplatyna nie jest biodostepna po podaniu doustnym musi by¢ podawana we
wlewie dozylnym o duzej objetosci, zalecana dawka to 100 mg m™ powierzchni ciata. W
strumieniu krwi, gdzie st¢zenie chlorkow jest stosunkowo wysokie cisplatyna nie wyka-
zuje aktywnosci terapeutycznej. Dzialanie cytotoksyczne jest zwigzane z szybka hydro-
liza cisplatyny, po jej wprowadzaniu do komorki, gdzie ligandy chlorkowe sa zastgpo-
wane kolejno przez czasteczki wody, tworzac dodatnio natadowane molekuty. Te aqua-
kompleksy (a w szczegdInosci monoaquacisplatyna, (NHs;),PtCI(OH,)") sa bardzo reak-
tywne i mogg tworzy¢ wigzania kowalencyjne z zasadami w DNA. Koncowe addukty
cisplatyna-DNA zawierajg skoordynowane wigzania krzyzowe, ktore aktywujg szereg
procesOw ostatecznie prowadzacych do $mierci komorki. Niestety efekt terapeutyczny
cisplatyny nie jest specyficzny wylacznie dla komorek nowotworowych, ale ma wpltyw
na wszystkie komorki organizmu, powodujac niekorzystne skutki uboczne, takie jak
uszkodzenie nerek, watroby, ukladu pokarmowego, nerwowego, krwiotwdrczego
i skory. Dodatkowo liczne badania farmakokinetyczne wykazaty, ze w ciggu 24 godz. od
infuzji dozylnej pacjenci wydalaja 10-40% catkowitej podanej dawki cisplatyny wraz
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z moczem w postaci niezmienionej lub w formie metabolitow (gléwnie monoaquacispla-
tyny). Wedtug ostatnich doniesien zwigzki te sa tylko czg¢sciowo (51-64%) usuwane ze
$ciekow szpitalnych w wyniku adsorpcji na osadzie czynnym, pozostatos¢ (27-34%) jest
odprowadzana do $ciekow komunalnych. Ogodlnoeuropejskie badania wykazaty obec-
nos$¢ cytostatykéw syntezowanych na bazie platyny i ich metabolitow w stezeniach od
kilkudziesieciu ng L™ do kilkuset pg L™ w $ciekach szpitalnych. Oprocz tego, w wyniku
czestych zabiegow wykonywanych w warunkach pozaszpitalnych $cieki domowe staty
si¢ kolejnym zrodlem zanieczyszczenia kompleksami platyny. Konwencjonalne podej-
$cia polegajace na wspolnym oczyszczaniu $ciekéw szpitalnych ze Sciekami miejskimi
W oczyszczalniach komunalnych nie obejmuja monitorowania ani specjalnego oczysz-
czania wod z cytostatykow i produktéw ich rozkladu. Istniejace procesy oczyszczania
wstepnego (np. flotacja, koagulacja-flokulacja) okazaty si¢ niewystarczajace do skutecz-
nego usunigcia zwiazkéw platyny ze wzgledu na ich specyficzny charakter
i niskie stezenie [1-3]. Cytostatyki na bazie platyny iich metabolity sa stabo biodegra-
dowalne i zostaja uwolnione do systemow ladowych oraz wodnych, powodujac zanie-
czyszczenia na poziomie $ladowym. Zaréwno cytostatyki jak i ich metabolity charakte-
ryzuja si¢ fetotoksyczno$cia, genotoksycznoscia i teratogenno$cig wobec komorek orga-
nizméw zywych chronicznie narazonych na ich dtugotrwate dziatanie, dlatego niezbed-
ne jest usuwanie tych zwiagzkow bezposrednio u Zrédta ich emisji. Co wigcej, oczyszcza-
nie $ciekow ze zwigzkdéw zawierajacych platyng pozwala na jej odzyskiwanie. Ma to
istotne znaczenie ze wzgledu na jej wysoka warto$¢ ekonomiczng i ograniczone zasoby
naturalne. W literaturze opisano rézne rodzaje metod uzdatniania wod i odzyskiwania
metali szlachetnych. Jednak adsorpcja na biomaterialach wykazuje wiele korzysci
W poréwnaniu z innymi metodami. Przede wszystkim zapewnia skuteczng ekstrakcje
substancji toksycznych z roztworéw zawierajgcych ich niskie stezenia. W ostatnim cza-
sie popularno$¢ zyskaty materiaty biogeniczne, takie jak trociny, kawa, algi i biowegiel,
jako potencjalne adsorbenty stuzace do usuwania zanieczyszczen i zwigzkéw toksycz-
nych, wtym kompleksow platyny, ze srodowiska. Nowymi i bardzo obiecujacymi bio-
sorbentami sg biomasa ze zboin pszczelich, a takze zsyntezowany z niej bioweggiel. Zbo-
iny pszczele to naturalny odpad organiczny, ktory pochodzi z gospodarstw pszczelar-
skich, obejmujacy zuzyte ramki pszczele. Szacuje sig¢, ze §wiatowa roczna produkcja
tego typu odpadow przekracza 55,5 tys. ton. Aktualnie zboiny pszczele nie sa poddawa-
ne recyklingowi, a niewtasciwe zarzadzanie ta biomasa moze prowadzi¢ do skazenia
gleby i wod gruntowych substancjami toksycznymi (np. pestycydami), pozostato$ciami
biologicznymi (grzybami, bakteriami). Dlatego produkcja biowggla ze zboin pszczelich
pozwoli czgsciowo rozwiazac ten problem. Warto doda¢, ze zwiazki organiczne obecne
W biomasie moga by¢ zrédlem heteroatomow (O, N, S, P) stanowigcych potencjalne
centra adsorpcyjne wykazujgce powinowactwo wobec kompleksow platyny [1,2,4,5].

Cze$¢  eksperymentalna: W celu przygotowania biosorbentu zboiny pszczele
w pierwszej kolejnosci poddano suszeniu w temperaturze 120°C przez dobe. Nastepnie
surowiec ~ zhomogenizowano  iusuni¢to  pozostalosci  metalowych  drutow
z ramek pszczelich. Tak przygotowany materiat przeniesiono do aparatu Soxhleta, gdzie
w celu usunigcia pozostatosci wosku przeprowadzono ekstrakcje heksanem. Otrzymany
biosorbent oznaczono symbolem ZPH. Nastepnie z powstatego materiatu zsyntezowano
2 biowegle. Pierwsza czg$¢ zboin impregnowano w 60% kwasie fosforowym(V)
w temperaturze 200°C przez dobg. Otrzymany uktad przeniesiono do pieca rurowego,
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a nastgpnie poddano procesowi pirolizy w obecnosci gazu obojetnego (Nj)
w temperaturze 700°C. W dalszej kolejnosci z materiatu weglowego odmywano woda
nadmiar kwasu fosforowego(V). Otrzymany biowegiel wysuszono i 0znaczono symbo-
lem ZPH_H3PO,. Natomiast drugg cz¢$¢ materiatu ZPH przeniesiono bezposrednio do
kwarcowego pieca rurowego ipoddano aktywacji fizycznej w temperaturze 820°C
w atmosferze CO,. Drugi biowegiel oznaczono symbolem ZPH CO, iwraz
z bioweglem ZPH H3PO, oraz materiatem ZPH postuzyly jako adsorbenty w dalszej
czgséei eksperymentalnej. W celu optymalizowania warunkéw procesu adsorpcji cispla-
tyny na uzyskanych sorbentach zbadano wptyw pH poczatkowego na wielko$¢ adsorp-
cji, a takze okreslono czas ustalania si¢ rownowagi W uktadzie adsorbent-roztwor cispla-
tyny. Ponadto wyznaczono izotermy adsorpcji cisplatyny na trzech badanych materia-
fach. Proces adsorpcji cisplatyny prowadzono w ukladzie statycznym, przy dawce adsor-
bentu 0,5 g L™ o okreslonym pH i stezeniu poczatkowym adsorbatu. Wielkos¢ adsorpcji
okreslono z réznicy stezen cisplatyny w roztworze wyjsciowym i W stanie roOwnowagi
adsorpcyjnej. Oznaczenia platyny prowadzono technika absorpcyjnej spektrometrii ato-
mowej z atomizacjg W piecu grafitowym (GF AAS).

Wyniki: W Tabeli 1 przedstawiono charakterystyke fizykochemiczng uzyskanych ad-
sorbentdow. Na podstawie otrzymanych danych mozna stwierdzi¢, ze aktywacja che-
miczna i fizyczna materiatlu ZPH pozwala znacznie rozwingé powierzchni¢ wiasciwa,
jest to szczegolnie widoczne dla biowegla ZPH H3PO,. Dodatkowo modyfikacja kwa-
sem fosforowym(V) pozwala na ponad czterokrotne zwigkszenie ilosci fosforu
w stosunku do materiatéw ZPH i ZPH_CO,, nadajac mu charakter kwasowy potwier-
dzony warto$ciag pHgt. Natomiast na powierzchni bioweggla aktywowanego CO, znajduje
si¢ potas, ktory jest wynikiem kondensacji zwigzkéw nieorganicznych podczas syntezy
materiatu wyjsciowego i nadaje temu adsorbentowi charakter zasadowy.

Tabela 1. Charakterystyka fizykochemiczna uzyskanych biomateriatow.

Parametry porowatosci Sktad pierwiastkowy (XPS)
Materiat Sger Vi dan pHkal
(m*g™]| [em*g™] | [nm]

ZPH 3,740,910,02+0,01| 18,3+£0,9 [5,1+0,1| 71,9+2,7 | 5,3+£0,13 |21,4+0,85| 1,4+0,1 | <LOD
ZPH_H3PO,4|612+17|0,41+0,08| 3,9+0,3 |3,4+0,2| 67,8+2,7 | 3,6+0,3 | 19,8+1,1 | 8,8+0,4 | <LOD
ZPH_CO, |248+10(0,24+0,01| 4,3£0.2 |9,6+0,1| 70,7+1,6 | 4,4+0,2 | 18,4+0,6 | 1,6+0,3 | 4,9£0,5

Sger-powierzchnia wiasciwa, Vr-catkowita objetosé porow, dgyn-$rednica porow, pHys — pH 5 mL 0,001 mol L KCI bedacego
W stanie rOwnowagi z 20 mg badanego biomateriatu, LOD — granica wykrywalnosci.

C [wt. %] |N [wt. %] |O [wt. %] | P [wt. %] |K [wt. %]

Wielkos$ci adsorpcji cisplatyny na uzyskanych materiatach ZPH, ZPH_H;PO,
i ZPH_CO, badano w zakresie pH poczatkowego 1-10. Dla trzech badanych ukladéw
adsorpcyjnych ww. adsorbentdow zaobserwowano podobny przebieg zaleznosci wptywu
pH na wielko$¢ adsorpcji cisplatyny (Rys. 1). Najwigksza wielkos¢ adsorpcji mozna
zauwazy¢ przy wartosci pH poczatkowego rownej 2. Natomiast po osiggnieciu maksi-
mum obserwuje si¢ spadek adsorpcji az do wartosci pH~4, po ktorej wielko§¢ adsorpcji
pozostaje na stalym poziomie W szerokim zakresie pH. Biorgc pod uwage adsorbenty
ZPH i ZPH_H3PO,4 wigksza zdolnos$cig adsorpcji wykazuje si¢ biowegiel ZPH _HzPO, ze
wzgledu na znacznie wicksza powierzchni¢ wiasciwa i specyficzne centra aktywne,
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W ktorych sktad moze wchodzi¢ fosfor. Dla obu tych adsorbentow pH rownowagowe
jest bliskie pH poczatkowemu, W odroznieniu do biowegla ZPH CO,, ktory przy pH
poczatkowym rownym 2, po kontakcie z roztworem adsorbatu osigga pH rownowagowe
4,6. Przy tej wartosci pH cisplatyna wystepuje W postaci zhydrolizowanej, tj. monoaqua-
cisplatyny, ktora jest bardziej reaktywna niz cisplatyna, co moze wyjasnia¢ wigksza
wielko$¢ adsorpcji dla materiatu ZPH_CO,,

—=— 7PH CO, --e-- ZPH_H,PO, ——ZPH

=57

B0

Sl

oy s

3 / L%
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pH poczjtkowe
Rys. 1. Wptyw pH poczatkowego na wielko$¢ adsorpcji ciplatyny na biomateriatach ZPH, ZPH_H3PO,
i ZPH_CO, m =20 mg, V =5mL, Ceisplayyny = 12 mg L™,

Badania kinetyki adsorpcji cisplatyny na uzyskanych materiatach prowadzono przy
pH~2, przy stezeniu poczatkowym adsorbatu 25 mg L. Adsorpcja cisplatyny dla
wszystkich adsorbentéw zachodzita w dwoch etapach, pierwszy szybki przebiegajacy
w pierwszych 15 min. po kontakcie z roztworem adsorbatu, a drugi znacznie wolniejszy
zwigzany prawdopodobnie Z powolng wymiang ligandéw w kompleksie platyny, a takze
zaburzeniami sterycznymi i utlenieniem Pt(II) do Pt(IV). Maksymalna pojemnos¢ ad-
sorpcyjna cisplatyny na badanych materiatach wynosi 15 mg g™, 21 mg g*, 45 mg g*
odpowiednio dla ZPH, ZPH_HsPO, i ZPH_CO..

Whioski: Podsumowujgc, W wyniku aktywacji CO, iH3PO,4 uzyskuje sie biowegle
0 zrbznicowanej Strukturze porowatej, chemii powierzchni, ktore charakteryzuja sie
dobrymi wiasciwosciami adsorpcyjnymi w stosunku do cisplatyny. Badane sorbenty
moga by¢ potencjalnie wykorzystane do usuwania pozostatosci i metabolitow lekow
przeciwnowotworowych syntezowanych na bazie platyny ze $ciekow szpitalnych.
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WOLTAMPEROMETRYCZNA METODA OZNACZANIA Pb(ll)
PRZY UZYCIU ELEKTRODY SITODRUKOWANEJ
MODYFIKOWANEJ NANORURKAMI I BLONKA MIEDZI

A. WAWRUCH, M. GRABARCZYK, UMCS, Instytut Nauk Chemicznych, Wydziat
Chemii, Katedra Chemii Analitycznej, Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin

Abstrakt: W niniejszej pracy zaproponowano wykorzystanie anodowej woltamperome-
trii stripingowej (ASV) z zastosowaniem elektrody sitodrukowanej modyfikowanej
nanorurkami i btonka miedzi (CuF/MWCNTSs/SPCE) w procedurze oznaczania $§lado-
wych ilosci Pb(I). Parametry wptywajace na wyniki pomiardéw takie jak stgzenie elek-
trolitu podstawowego, st¢zenie metalu tworzacego btonke, potencjat i czas nagromadza-
nia, czas iamplituda impulsu, czy wpltyw surfaktantow zostaly zbadane
i zoptymalizowane.

Whprowadzenie: Otéw to metal nalezacy to 14. grupy uktadu okresowego, stanowigcy
0,0014% skorupy ziemskiej, wystepujacy naturalnie gtéwnie w formie galeny PbS. Zna-
lazt zastosowanie W rdznych procesach przemystowych np. galwanizacji czy
w przemysle papierniczym. Moze si¢ akumulowaé w wodzie i glebie co stanowi zagro-
zenie dla naszego zdrowia, poniewaz wszystkie jego zwiazki sg toksyczne [1]. Nagro-
madzenie otowiu W ludzkim organizmie moze prowadzi¢ do wystgpienia nowotworow,
zaburzenia pracy watroby czy probleméw z uktadem krgzenia, dlatego tak istotne sg
metody analityczne pozwalajace na okreslenie ilosci otowiu w srodowisku [2]. Na doko-
nanie tego w tatwy sposob pozwalaja nam metody wykorzystujace sprzet nieduzych
rozmiaréw, gtdéwnie metody elektrochemiczne. Zaproponowana procedura opiera si¢ na
metodzie anodowej woltamperometrii stripingowej i wykorzystuje ona elektrode sito-
drukowang, ktéra mimo swoich niewielkich rozmiar6w zawiera trzy elektrody niezbedne
W pomiarach woltamperometrycznych. Uzyskiwane wyniki sa zalezne od wielu parame-
troéw, najwazniejsze z nich zostaty zoptymalizowane.

Czesé eksperymentalna: Do przeprowadzenia badan wykorzystano analizator elektro-
chemiczny Autolab PGSTAT 10 oraz elektrodg sitodrukowana DropSens DRP-110CNT.
Rysunek 1 przedstawia zastosowang elektrodg.

elektroda elektroda  elektroda
odniesienia pracujaca pomocnicza

Rys. 1. Elektroda sitodrukowana wykorzystana w zaproponowanej metodzie.
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Elektroda pracujaca jest elektroda weglowa zmodyfikowana przez producenta nanorufr-
kami weglowymi z grupami karboksylowymi. Kazdorazowo przed pomiarem jej po-
wierzchnia byta dodatkowo modyfikowana poprzez natozenie in situ filmu miedzi. Elek-
troda pomocnicza to elektroda weglowa, elektrodg referencyjng jest elektroda srebrowa.
Zastosowane naczynko woltamperometryczne miato obje¢tos¢ 10 mL. Badany roztwor
nie byt odtleniany. Przed kazdym pomiarem elektrod¢ czyszczono elektrochemicznie
poprzez przytozenie potencjatu +0,4 V na 10 s. Poczatkowo przyjgto nastepujace para-
metry: potencjal nagromadzania -0,8 V, czas nagromadzania 60 s, czas impulsu 2 ms,
amplituda impulsu 120 mV. Sygnat rejestrowano zmieniajac potencjat elektrody pracu-
jacej od -0,7 V do -0,35 V. Wysoko$¢ piku na uzyskanym w ten sposob woltampero-
gramie byla wprost proporcjonalna do stezenia jonow Pb(I) w roztworze. Przygotowy-
wano roztwor badany zawierajacy znane st¢zenie Pb(II), Cu(Ill) oraz HCI
i przeprowadzano serie pomiaréw za kazdym razem modyfikujac inny parametr
i badajac jego wplyw na sygnat uzyskiwany od otowiu. Dokonano optymalizacji st¢zenia
elektrolitu podstawowego, stezenia Cu(Il), potencjatu i czasu hagromadzania oraz czasu
i amplitudy impulsu. Sprawdzono takze wplyw substancji interferujgcych takich jak
surfaktant niejonowy Triton X-100, surfaktant anionowy SDS, surfaktant kationowy
CTAB, kwasy humusowe HA, kwasy fulwowe FA oraz naturalna materia organiczna
NOM.

Wyniki: Wykazano eksperymentalnie, ze w przypadku roztworu badanego niezawiera-
jacego Cu(Il) nie otrzymujemy sygnalu olowiu, poniewaz oldw nie nagromadza si¢
bezposrednio na powierzchni elektrody MWCNTSs/SPCE. Pik od jonéw otowiu pojawia
si¢ tylko wtedy, gdy jony Cu(Il) sg obecne w roztworze. Dzigki utworzeniu warstwy
miedzi na powierzchni elektrody mozliwa byta akumulacja otowiu. Bazujac na wcze-
$niejszych pracach na elektrolit podstawowy wybrano kwas solny [3]. Zoptymalizowane
zostato jego stezenie, testowano stezenia W zakresie 0,05 — 0,4 M. Badania przeprowa-
dzono na roztworze zawierajacym 1,2 x 10° M Cu(II), 5 x 10 M Pb(ll) i odpowiednie
ilosci HCI. Piki otowiu otrzymywane w catym badanym zakresie byly podobnej wielko-
sci i ksztaltu, ze wzgledu na zapewnianie najbardziej stabilnego pH dalsze badania pro-
wadzono przy stezeniu HCl wynoszacym 0,4 M. Kolejnym badanym parametrem byto
stezenie Cu(Il). Przygotowano roztwér zawierajacy 0,4 M HCI i1 x 10° M Ph(ll),
a nastepnie dodawano kolejne porcje Cu(Il), sprawdzajac zakres jego stezen od 1 x 107
M do 1 x 10* M. Po kazdym dodatku Cu(ll) rejestrowano woltamperogram i mierzono
prad piku otowiu. Zaobserwowano poczatkowy wzrost sygnatu od otowiu przy wzroscie
stezenia miedzi do poziomu 6 x 10° M , nastgpnie miedzy 6 x 10° M a8 x 10° M sy-
gnat jest praktycznie staly, przy wyzszych stezeniach zaczyna powoli male¢. Do dal-
szych badan stosowano dodatek 40 pl roztworu wzorcowego 1 g/L Cu(Il), dzigki czemu
W roztworze badanym uzyskiwano stezenie 6,3 x 10" M. Potencjal nagromadzania prze-
testowano w zakresie od -1,1 V do -0,5 V. Na podstawie uzyskanych wynikow, jako
optymalny uznano potencjat -0,7 V, poniewaz zapewnial otrzymanie najwyzszych
i najbardziej symetrycznych pikow. Rownie waznym parametrem etapu nagromadzania
jest czas jego trwania. Dokonano pomiaréw dla czasow z zakresu 0 — 1020 s. Zaobser-
wowano, ze im diuzszy czas tym wigksza warto$¢ sygnatu, ale nachylenie uzyskanej
krzywej maleje dla czasow powyzej 600 s. Optymalizacj¢ przeprowadzono takze dla
parametréw techniki rejestracji sygnatu takich jak czas iamplituda impulsu. Czas
sprawdzono w zakresie 2-20 ms i stwierdzono zmniejszenie wartosci uzyskiwanego
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sygnalu wraz Zrosngcym czasem trwania impulsu. W przypadku badania amplitudy
zmieniano jej wartos¢ W zakresie 20-200 mV. Zaobserwowano poczatkowo wzrost sy-
gnatu uzyskiwanego od otowiu, nast¢pnie przy amplitudach od 120 do 160 mV sygnatly
byly porownywalne, powyzej 160 mV ich warto$¢ zaczgla si¢ zmniejszac. Uzywajac
zoptymalizowanych wczeéniej parametrow przeprowadzono pomiary W celu wyznacze-
nia krzywej kalibracyjnej. Przygotowano roztwér zawierajacy 6,3 x 10° M Cu(ll)
i 0,4 M HCI. Przy zastosowaniu czasu nagromadzania 120 s zalezno$¢ liniowa uzyskano
dla stezen otowiu od 5 x 107" M do 5 x 10”7 M. Réwnanie krzywej kalibracyjnej ma
posta¢ y =5 x 10%x + 13,02, gdzie y to natezenie pradu piku (uA), a x to stezenie Pb(II)
(M). Wyznaczono wartosci LOD i LOQ, wynosza odpowiednio 1,2 x 10™'° M oraz 3,6 x
10" M. Sprawdzono takze podatno$¢ metody na wplyw substancji interferujacych:
SDS, Tritonu X-100, CTAB, HA, FA oraz NOM. Mierzono wielko$¢ natezenia pradu
piku otowiu, obecnego W roztworze w stezeniu 3 x 10° M, po kolejnych dodatkach
substancji powierzchniowo czynnej. Sprawdzono zakres stezen substancji interferuja-
cych od 0,1 do 5 mg/L dla kazdej z nich. Otrzymane wyniki wzglgdnej wielkosci sygna-
hu otowiu w obecnosei réznych stezen substancji interferujacych przedstawia Tabela 1.
Jak mozna zauwazy¢ najwigkszy wptyw na sygnat otowiu mialo CTAB, powodujac
praktycznie jego zanik przy st¢zeniu 5 mg/L.

Tabela 1. Wzgledna wielko$¢ sygnatu otowiu W zalezno$ci od stezenia substancji powierzchniowo czynnej.

Stezenie Wzgledna wielkos¢ sygnatu otowiu [%]
interferenta SDS | Triton X-100 | CTAB HA FA NOM
[ppm]

0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
0,1 101% 105% 100% 112% 88% 97%
0,2 95% 109% 86% 118% 87% 95%
0,5 108% 106% 63% 113% 90% 92%

1 2% 104% 42% 99% 91% 90%
15 2% 103% 30% 86% 90% 87%

69% 95% 21% 74% 91% 84%
7% 80% 12% 66% 92% 79%
59% 71% 5% 52% 91% 70%

Whioski: Opracowano i zoptymalizowano procedur¢ oznaczania sladowych ilosci Pb(Il)
za pomocg anodowej woltamperometrii stripingowej (ASV) z zastosowaniem elektrody
sitodrukowanej modyfikowanej nanorurkami i btonka miedzi. Wyznaczone optymalne
parametry to stezenie miedzi 6,3 x 10~ M Cu(Il), stezenie bedacego elektrolitem pod-
stawowym HCL 0,4 M, potencjat nagromadzania -0,7 V, amplituda impulsu 120 mV,
czas impulsu 2 ms. Uzyskano niskg granice wykrywalnosci wynoszaca 1,2 x 107" M.
Zaleta zaproponowanej metody jest takze jej prostota i niskie koszty analizy. Nie wyma-
ga skomplikowanej aparatury, dlatego wydaje si¢ umozliwia¢ przeprowadzenie analizy
w warunkach terenowych.
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OCZYSZCZANIE OKSYDAZY ALKOHOLOWEJ
ZWYKORZYSTANIEM METOD CHROMATOGRAFICZNYCH

S. STEFANEK, G. JANUSZ, UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Bio-
chemii i Biotechnologii, Akademicka 19, 20-400 Lublin

Abstrakt: Metody chromatograficzne pozwalaja na oczyszczenie biatek z wysoka roz-
dzielczoscig. Najczesciej stosowanymi technikami prowadzacymi do oczyszczenia cza-
steczek biologicznych to chromatografia jonowymienna (IEC), chromatografia oddzia-
tywan hydrofobowych (HIC), chromatografia powinowactwa (AC), czy chromatografia
saczenia molekularnego (SEC). Dobér odpowiedniej metody oczyszczania zalezy od
wielu czynnikow, glownie od wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych. Oksyda-
za alkoholowa (AOX) otrzymywana W szczegélnosci z grzybéw podstawkowych jest
niestabilnym enzymem i szybko ulega degradacji, tracac aktywno$¢ enzymatyczna.
Dlatego tak wazng kwestig podczas przeprowadzenia procesu oczyszczania AOX jest
dobor odpowiedniej chromatografii przy zachowaniu jej aktywnosci enzymatyczne;j.

Whprowadzenie: Oksydaza alkoholowa [E.C. 1.1.3.13] (AOX) nalezy do rodziny oksy-
daz glukozowo-metanolowo-cholinowych (GMC) [1,2]. Enzym ten jest oktamerem,
gdzie kazdy z pojedynczych monomeréw ma mase czasteczkowa od 72,4 do 79 kDa [2].
Produkowana jest glownie przez grzyby podstawkowe oraz drozdze metylotroficzne.
Charakterystyczng reakcja, ktora przeprowadza AOX jest utlenianie alkoholi pierwszo-
rzedowych do odpowiednich aldehydow. Typowym substratem w jej reakcji jest meta-
nol, ktory utlenia do aldehydu mrowkowego. Reakcje prowadzace do otrzymywania
réznorodnych aldehydéw poprzez utlenianie odpowiednich alkoholi mogg by¢
z powodzeniem wykorzystywane do celéw przemystowych [1]. Niestety gtéwnym pro-
blemem w pracy z wigkszo$cia enzymow jest ich niska stabilno$¢. Podczas dlugotrwate-
go przechowywania mogga traci¢ one swoje zdolnosci katalityczne. Dlatego tak waznym
aspektem w pracy nad nimi jest dobor odpowiedniej metody oczyszczania, tak by straty
aktywnosci byly jak najmniejsze [3]. Jak donosza dane literaturowe, najczestszymi me-
todami oczyszczania omawianej w tym rozdziale oksydazy alkoholowej sa metody pre-
cypitacji z uzyciem wysokich stgzen siarczanu amonu ((NH,4).SO,) lub glikolu poliety-
lenowego (PEG). Jako drugi etap oczyszczania AOX wykorzystywane sg techniki chro-
matograficzne, takie jak chromatografia oddzialywan hydrofobowych (HIC), jonowy-
mienna (IEC) oraz saczenia molekularnego (SEC) [4]. Chromatografia oddziatywan
hydrofobowych (HIC) jest czesto wykorzystywana jako pierwszy etap oczyszczania,
w wiekszosci poprzedzona dodatkows precypitacjg z wykorzystaniem siarczanu amonu.
HIC stosuje si¢ do oczyszczania bialek na podstawie rdéznic W sile oddziatywan obsza-
row hydrofobowych bialek z bardziej hydrofobowymi grupami ligandéw. Zwykle
w takich metodach uzywane sa bufory o wysokiej sile jonowej (ok. 1.5 M siarczanu
amonu), wowczas uwalnianie bialek zachodzi poprzez ich wymywanie buforem
0 zmniejszajacej si¢ zawartosci soli [3,5]. Metoda chromatografii HIC jest korzystnym
wyborem jako pierwszy etap oczyszczania oksydazy alkoholowej, przede wszystkim ze
wzgledu na duze zawarto$ci soli siarczanu amonu W probce po wytrgcaniu tg solg biatek,
ktore dodatkowo mogg podnosi¢ stabilno$¢ enzymatyczng AOX. W literaturze jednak
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najczesciej uzywang metoda do oczyszczania oksydazy alkoholowej jest saczenie mole-
kularne (SEC), nazywane czasem filtracjg zelows. Tej typ chromatografii wykorzystuje
réznice W masach czasteczkowych zwiazkéw do ich rozdzialu. Niepodwazalng zaletg tej
metody jest fakt, iz warunki rozdziatu sg dobierane typowo pod probke, z tego wzgledu,
ze sktad buforu nie wptywa na rozdzial, a czasteczki nie wiaza si¢ zZ nosnikiem chroma-
tograficznym. Ta metoda jest niezwykle korzystna przy oczyszczaniu bialek, ktore sg
wrazliwe na zmiany pH lub wystepowanie jonéw [3]. Daniel i wsp. oraz inni badacze
czgsto W procesie oczyszczania oksydazy alkoholowej uzywali chromatografii jonowy-
miennej [6]. W tej metodzie wykorzystuje si¢ réznice W wartosci tadunku powierzch-
niowego bialek polegajacej na odwracalnej wymianie jonowej z wymieniaczem jono-
wym o przeciwnym tadunku [3]. Ze wzgledu na to, iz AOX jest biatkiem
z przewazajacymi tadunkami ujemnymi stosuje si¢ do tego typu rozdziatu chromatogra-
fie anionowymienng z wykorzystaniem takich zt6z jak DEAE-Sephadex lub DEAE-
celuloza. Kolumny te zawieraja dodatnio natadowane grupy dietyloaminoetylowe
(DEAE), co usprawnia rozdzielanie oksydazy alkoholowej od innych zwiazkéw wyste-
pujacych w proébcee [3,7].
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WYKORZYSTANIE CZUINIKOW SITODRUKOWANYCH
W WOLTAMPEROMETRYCZNEJ PROCEDURZE
OZNACZANIA ZWIAZKU PRZECIWWIRUSOWEGO -
ACYKLOWIRU

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

Abstrakt: W ponizszej pracy scharakteryzowano acyklowir, ktory jest jednym
Z najpopularniejszych lekow stosowanych wobec wiruséow Herpes simplex (wirus
opryszczki pospolitej) typu 1 i2 (HSV-1, HSV-2) oraz Varicella-zoster (VZV, wirus
ospy wietrznej i potpasca). Przedstawiono rowniez informacje na temat czujnikow sito-
drukowanych, ktore ze wzgledu na swoje zalety — przede wszystkim miniaturyzacja
uktadu, moga by¢ stosowane W analizie terenowej. Poréwnano takze woltamperome-
tryczne procedury oznaczania acyklowiru z wykorzystaniem klasycznych uktadow troje-
lektrodowych jak i czujnikow sitodrukowanych.

Wprowadzenie: Wirus opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1) oraz typu 2 (HSV-2)
z rodziny Herpesviridae to jedne z najpowszechniejszych patogenow na $wiecie. Zaka-
zenie objawia si¢ bolesnymi pecherzami na réznych obszarach ciata, zwykle w okolicy
ust. Wirusy z tej rodziny maja zdolno$¢ do wywotywania infekcji utajonych — po wnik-
ni¢ciu do ciata HSV pod wptywem odpowiednich bodZzcéw moze si¢ aktywowaé a po
zakazeniu przejs¢ W stan hibernacji. Przebieg zakazenia wirusami HSV-1 lub HSV-2
czgsto jest tagodny, jednak w celu skrocenia czasu infekcji, zmniejszenia jej objawow
oraz minimalizacji ryzyka zakazenia innych osob stosuje si¢ terapi¢ wykorzystujaca
zwigzki  biologicznie = czynne o  dzialaniu = przeciwwirusowym.  Jedny
Z najpopularniejszych lekow stosowanych w leczeniu opryszczki pospolitej jest acyklo-
wir [1,2]. Acyklowir (ACV, 2-amino-9-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-3,9-dihydro-6H-
puryn-6-on) to acykliczny analog guanozyny o wzorze ogdlnym CgH;;NsOz i masie
molowej 225,20 g/mol (Rys. 1). Jest to lek z grupy inhibitor6w polimerazy DNA. Pierw-
szy lek zawierajacy acyklowir zostat zarejestrowany przez FDA (Agencja Zywnosci
i Lekow, USA) w 1982 rok pod handlowg nazwg Zovirax®. W temperaturze pokojowej
wystepuje on W formie biatego, krystalicznego proszku [3].

@

HN N\

x

H,NT N7 N I_OH

Rys 1. Wzér strukturalny acyklowiru.

Przeciwwirusowe dziatanie ACV wynika z hamowania replikacji wirusa. Mechanizm
dziatania ACV oparty jest na podobienstwie tego leku do jednego nukleozydow (deok-
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syguanozyna). Acyklowir dziala jako termiantor tancucha, tzw. ,.falszywy substrat” [4].
Dzigki dziataniu enzymu wirusowej polimerazy, lek w postaci trifosforanu zostaje przy-
taczony do nowopowstajacej nici DNA. Wbudowanie aktywnej formy ACV do tancucha
DNA wirusa zamiast deoksyguanozyny blokuje dalsze wydtuzanie tancucha i w wyniku
tego namnazanie wirusa W organizmie zostaje zahamowane. Acyklowir ceniony jest za
wysoka selektywnos¢ i niskg toksyczno$é, co oznacza, ze nalezy do lekow wywotuja-
cych najmniej szkodliwe skutki ubocze [5]. Jedng z metod stosowanych do oznaczania
zawartosci ACV w m.in. probkach biologicznych i wyrobach farmaceutycznych moze
by¢ woltamperometria. W procedurach woltamperometrycznych do pomiaréw mozna
wykorzystywac klasyczne uktady trojelektrodowe (sktadajace si¢ z elektrody pracujacej,
odniesienia i porownawczej) jak izespolone czujniki sitodrukowane (SPEs), ktore
W ostatnich latach ciesza si¢ duza popularnoscia. Technika sitodruku polega na zaprojek-
towaniu sktadu tuszu, a nastepnie naniesieniu go przez odpowiedni szablon na po-
wierzchni¢ obojetnego podloza [6]. Zastosowanie tej techniki pozwala na produkowanie
elektrod w powtarzalnym, tanim i jednorazowym formacie, a dodatkowo miniaturyzacja
uktadu pomiarowego pozwala na zastosowanie SPEs w analizatorach przenos$nych.
Czujniki sitodrukowane mozna poddawa¢ modyfikacji poprzez zmiang sktadu tuszu, np.
SPEs modyfikowane nanorurkami weglowymi, grafenem. Powierzchnig elektrody moz-
na rowniez modyfikowaé nanoszac na jej powierzchni¢ btonke metalu czy polimeru [7].

Czes$¢ eksperymentalna: Podczas badan wykorzystywano statyw elektrodowy firmy
MTM Anko (Polska) oraz analizator elektrochemiczny pAutolab firmy Eco Chemie
(Holandia) wraz z oprogramowaniem GPES 4.9. pomiary prowadzono w klasycznym
naczynku elektrochemicznym o pojemosci 10 mL. Jako uktad pomiarowy wykorzystano
dostepne w handlu sitodrukowane elektrody weglowe (Metrhom DropSens, Hiszpania)
aktywowane w 0,1 mol L™ roztworze NaOH.

Wyniki: Opracowano wiele procedur analizy ACV w probkach o roznej matrycy pomo-
ca technik woltamperometrycznych [2,8-13]. Poréwnanie wynikéw oznaczen ACV
z wykorzystaniem roznych procedur zestawiono w tabeli 1. Jako elektrolity podstawowe
stosowano rozne roztwory: bufor octanowy [2], bufor PBS [8,10,11], bufor fosforanowy
[9] oraz dobrze przewodzacy roztwor buforowy (CH3COONH,, CH3COOH oraz NH,CI)
[13]. W procedurze opisanej w publikacji [12] jako elektrolit podstawowy zastosowano
roztwor zasady sodowej. Podczas procedur prowadzonych w klasycznych zespotach
trojelektrodowych jako elektrode pracujaca wykorzystywano modyfikowana elektrode
z wegla szklistego [2,9,10,12] i pastowa elektrodg weglowa [8,11].

Tabela 1. Zestawienie woltamperometrycznych procedur oznaczania ACV.

Elektroda (Technika) LOD Analizowane probki Literatura
[nmol L]
PEBT/GCE (DPV) 12,0 Surowica krwi ludzkiej, wyroby [2]
farmaceutyczne

B-CD/TiO2 NPs-CPE (DPV) 21,0 Surowica krwi ludzkiej [8]
rGO-TiO2-Au/GCE (LSV) 300,0 Wyroby farmaceytyczne [9]
SWNT/Naf/GCE (LSV) 1,0 Mocz ludzki [10]
NC/GPE (SWAdSV) 0,2 Mocz ludzki, wyroby farmaceutyczne [11]
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GCE/TFM (LCAdSV) 1,0 Syntetyzczne probki zawierajace ATP [12]
oraz DNA
aSPCE (DPAdSV) 0,12 Wyroby faramceutyczne [13]

Techniki: DPV — woltamperometria impulsowo réznicowa, LSV — woltamperometria z liniowa
zmiang potencjatu, SWAdSV — adsorpcyjna stripingowa woltamperometria fali prodtokatne;j,
LCAdSV - liniowa cykliczna  adsorpcyjna  woltamperometria  stripingowa,
DPAdSV — impulsowo réznicowa adsorpcyjna woltamperometria stripingowa. Elektorody:
PEBT/GCE — elektroda z wegla szklistego modyfikowana filmem polimerowym czerni erio-
chromowej T, B-CD/TiO2 NPs-CPE — pastowa elektroda weglowa modyfikowana nanocza-
steczkami ditlenku tytanu i B-cyklodekstryna, rGO-TiO2—-Au/GCE — elektooda z wegla szkli-
stego modyfikowana nanokompozytem sktadajacym si¢ z redukowanego tlenku grafenu, nano-
czasteczek ditlenku tytanu inanoczasteczek srebra, SWNT/Naf/GCE - elektroda z wegla
szklistego modyfikowana jedno$ciennymi nanorurkami weglowymi iblonka nafionu,
NC/GPE — pastowa elektroda weglowa modyfikowana nanogling, GCE/TFM — elektroda
z wegla szklistego modyfikowana cienkim filmem rteci, aSPCE — aktywowana elektrochemicz-
nie sitodrukowana elektroda weglowa

Opracowana procedura wykorzystujaca zespolony czujnik sitodrukowany jest jedyna
znang nam procedurg oznaczania ACV z wykorzystaniem niemodyfikowanej SPCE.
Podczas badan optymalizowano parametry takie jak: rodzaj elektrolitu podstawowego,
jego pH oraz stezenie. Charakterystyka procesu elektrodowego wykazata, ze jest on
kontrolowany zarowno przez dyfuzje jak i adsorpcj¢. Nastepnie zoptymalizowano para-
metry techniki takie jak szybko$¢ skanowania, amplituda i czas modulacji. Zoptymali-
zowane warunki pomiaru przedstawiono w tabeli 2 [13].

Tabela 2. Zoptymalizowane warunki pomiaru ACV z wykorzystaniem aSPCE [13].

Elektrolit podstawowy 0,075 mol L bufor (CHsCOONH,, CH;COOH
oraz NH4CI) o pH=4,2
Technika rejestracji sygnatu DPAdSV (impulsowo réznicowa adsorpcyjna
woltamperometria stripingowa)
Potencjat i czas nagromadzania ACV -0,1V przez 60 s
Szybko$¢ skanowania 250 mV's*
Amplituda 150 mv
Czas modulacji 6 ms

Whioski: W literaturze mozna znalez¢é wiele procedur woltamperometrycznych wyko-
rzystywanych do oznaczania ACV w wyrobach farmaceytycznych [2,9,11,13] oraz
probkach biologicznych takich jak surowica krwi [2,8] oraz mocz [10,11]. Najnizsza
granicg wykrywalno$ci uzyskano przy zastosowaniu aktywowanej elektrochemicznie
sitodrukowanej elektrody weglowej aSPCE [13]. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
woltamperometria stripingowa jest czulg metoda analizy iloo$ciowej, a wykorzystanie
czujnikow sitodrukowanych daje potencjalng mozliwos¢ zastosowania jej w analizato-
rach przeno$nych.
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ZASTOSOWANIE METODY NANOCZASTECZKOWEJ SNAPC
(SILVER NANOPARTICLE ANTIOXIDANT CAPACITY)
W OCENIE AKTYWNOSCI ANTYOKSYDACYJNEJ
EKSTRAKTOW ROSLINNYCH

N. ZUK, E. GRABIAS-BLICHARZ, M. PIZON, J. FLIEGER, Uniwersytet Medycz-
ny w Lublinie, Wydziat Farmacji, Zaktad Chemii Analitycznej, ul. Chodzki 4a, 20-093
Lublin

Abstrakt: W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczacych zastosowania metody
nanoczasteczkowej do oceny wiasciwosci antyoksydacyjnych ekstraktow z szyszek
chmielu (Humulus lupulus L.) przygotowanych przy uzyciu réoznych rozpuszczalnikow.
Wykonano krzywa kalibracyjng dla standardowego antyoksydantu tj. witaminy C
i wyznaczono catkowita pojemno$¢ antyoksydacyjna (The total antioxidant capacity-
TAC) wyrazona W uM standardowego przeciwutleniacza.

Wprowadzenie:. Nanoczastki (NP) ciesza si¢ duzym zainteresowaniem W dziedzinach
takich jak mechanika, elektronika, optyka, chemia, elektrochemia, nauki biomedyczne.
Czastki te ze wzgledu na maty rozmiar (1-100 nm) i duzy stosunek powierzchni do obje-
tosci posiadajg ciekawe wiasciwosci chemiczne, fizyczne i biologiczne w porownaniu do
indywiduoéw chemicznych o tym samym sktadzie. Roznice dotyczg m.in. zmian prze-
wodno$ci cieplnej i elektrycznej, aktywnosci Kkatalitycznej, absorpcji  optycznej
i temperatury topnienia. Unikalne wtasciwos$ci fizykochemiczne nanoczastek sprawiaja,
7Ze s3 one zaawansowanymi materialami do zastosowan biomedycznych [1]. Istnieje
kilka interesujacych zastosowan nanoczastek w medycynie i farmacji, na przyktad
W obrazowaniu medycznym, jako nanokompozyty, filtry, sktadniki systeméw dostarcza-
nia lekow i preparaty do leczenia nowotworéw metoda hipertermii [2-5]. Nanoczastki
srebra (AgNPs) sa znane jako $rodki przeciwdrobnoustrojowe nawet przeciwko organi-
zmom zakaznym, takim jak Escherichia coli, Bacillus subtilis, Vibria cholera, Pseudo-
monas aeruginosa, Syphillis typhus i Staphylococcus aureus. Nanoczastki srebra wyko-
rzystuje si¢ takze do pomiaru catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego. Metoda wyko-
rzystuje wlasciwosci optyczne nanomaterialdow a szczegdlnie obecno$¢ powierzchnio-
wego rezonansu plazmonowego (SPR, ang. surface plasmon resonance). Plazmony
wzbudzane przez §wiatto absorbuja promieniowanie elektromagnetycznego o okreslonej
dhugosci  fali. W przypadku AgNPs jest to 423-425 nm. Mustafa Ozyiirek
i wspotpracownicy w 2012 opracowali metodg syntezy oraz uzycia AgNPs do badan
aktywnosci antyoksydacyjnej ztozonych mieszanin [6]. Niewiele jest raportow, ktore
opisuja wykorzystanie tej metody w praktyce, dlatego wcigz wymaga dopracowania
[7,8]. Metoda jest skuteczna dla przeciwutleniaczy o potencjale standardowym mniej-
szym niz 0,8 V ze wzgledu na E Ag(I), Ag° = 0,8 V. Projekt badan zaktada optymaliza-
cje oznaczen aktywnosci ekstraktow roslinnych z szyszek chmielu zwyczajnego (Humu-
lus lupulus L.) (Rys.1) przygotowanych przy uzyciu wybranych rozpuszczalnikow.
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Rys. 1. Szyszki chmielu Humulus lupulus L.

Cze$¢ eksperymentalna: Pomiary SNPAC przeprowadzono wedhug Ozyiirek i in.
z wlasnymi modyfikacjami [6]. Procedura zostata szczegdtowo opisana wczeéniej [9].
Poczatkowy roztwor nanoczastek srebra (AgNPS) tzw. roztwor zarodkowy przygotowa-
no przez dodawanie po kropli przy ciagtlym mieszaniu 1% wodnego roztworu cytrynia-
nu trisodu do 150 ml 1 mM AgNO; w podwyzszonej temperaturze (okoto 90°C) az do
uzyskania jasno-zottego zabarwienia. Z kolei probki do badan przygotowano przez
zmieszanie 2 ml roztworu zarodkowego AgNPs i roztworu standardowego antyoksydan-
tu (lub badanego ekstraktu). Po 30 minutach przechowywania mieszaniny w ciemno$ci
mierzono absorbancje spektrofotometrycznie przy 423 nm. Ekstrakcja szyszek chmielo-
wych (Humulus lupulus L.) uprawianych na Lubelszczyznie (Chmielnik k. Lublina)
zostata wykonana réznymi rozpuszczalnikami, tj. 80% etanolem, 80% metanolem, di-
chlorometanem, propanolem, acetonem i DMSO. W celu ekstrakcji 2 g (wysuszonego
i rozdrobnionego w mozdzierzu) materiatu roslinnego zawieszono w 50 ml rozpuszczal-
nika i poddano sonikacji przez 60 minut w tazni ultradzwiekowej (moc ultradzwickowa
1200 W, czgstotliwos¢ 35 kHz), Bandelin Sonorex RK 103 H ( Bandelin Electronics,
Berlin, Niemcy), w temperaturze 50°C. Po ochtodzeniu ekstrakty odwirowano przy 11
000 obr./min przez 15 minut w celu wytracenia $ladow substancji statych z ekstraktu.
Zebrano supernatanty, a nastgpnie przesaczono przez bibule filtracyjng Whatman nr 1.

Wyniki: Monodyspersj¢ zarodkowego roztworu AgNPs stabilizowang cytrynianem
trisodu, zmieszano z roztworem witaminy C jako standardowego przeciwutleniacza.
W wyniku reakcji dochodzi do redukcji jonow Ag*, ktore dyfunduja na powierzchnie
nanoczgstek. Wraz ze wzrostem nanoczastek obserwujemy zmiang barwy roztworu
(Rys.2) iwzrost absorbancji, ktory koreluje ze zdolno$cig redukujacg.. Krzywa
kalibracyjna (Rys 3.) pokazala zalezno$¢ pomigdzy absorbancja (A) a stezeniem
standardowego przeciwutleniacza. Dla witaminy C krzywa kalibracji byta liniowa od
13,6498 do 218,3968 puM. Rownanie krzywej kalibracyjnej byto nastepujace: y =
0,0116x + 0,1154, R? = 0,9934. W przypadku badania zdolnosci antyoksydacyjnej eks-
traktow chmielowych kluczowe jest sprawdzenie liniowosci odpowiedzi w szerokim
zakresie dodawanej objetosci od 5 do 100 pL. Dla poszczegolnych ekstraktow uzyskano
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rézne zakresy liniowe zalezno$ci A vs pL dodanego ekstraktu (Rys.4). Zgodnie
z dotychczasowymi badaniami efekt ten odzwierciedla wptyw réznych czynnikéw na
absorpcje, takich jak stechiometria reakcji, wielko$¢ i ksztalt czastek oraz state dielek-
tryczne o$rodka [10]. Okreslenie wspolnej objetosci dla wszystkich ekstraktow, ktore
mieszcza si¢ W tym zakresie jest warunkiem miarodajnego pordéwnania wartosci TAC
badanych ekstraktow. Catkowita zdolnos¢ przeciwutleniajaca ekstraktow w uM (TAC-
total antioxidant capacity) obliczono dzielac zaobserwowang absorbancje przy
A =423 nm dla 20 ul dodanej probki przez molowg absorpcje (¢) witaminy C, ktorg
mozna otrzymac¢ z nachylenia krzywej kalibracji w testach TAC opartych na nanoczg-
steczkach (Tabela 1).

Tabela 1. Catkowita zdolno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktow w pM (TAC- total antioxidant capacity).

ekstrakt zakres liniowosci wspolczynnik réwnanie krzywej TAC
korelacji
80% metanol
od 5 do 100 0,9889 y =0,0173x+0,1596 38,79
80% etanol
od 5 do 100 0,9874 y = 0,0145x+0,1915 48,28
aceton
od 5 do 100 0,988 y =0,017x+0,0233 25,69
propanol
od 5 do 50 0,9719 y = 0,0135x+0,1416 38,97
DMSO
od 5 do 50 0,989 y = 0,0322x + 0,1861 68,19
dichlorometan
od 5 do 40 0,9813 y =0,0017x + 0,1442 15,34

Rys. 2. Zmiana barwy roztworu nanoczastek W zaleznosci od st¢zenia witaminy C.
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Zaleznosé absorbancji nanoczastek od stezenia
witaminy C
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Rys. 3. Krzywa kalibracyjna dla witaminy C.

Zaleznos$¢ absorbancji nanoczastek od
objetosci dodanego ekstraktu
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Rys 4. Zalezno$¢ absorbancji nanoczastek od objgtosci ekstraktow.

Whioski: Zastosowana metoda SNAPC jest czulg powtarzalng, tanig itatwa
W przygotowaniu procedura ewaluacji catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej zlozo-
nych mieszanin, co wykazano na przyktadzie ekstraktu chmielowego. Zauwazono, ze
rozpuszczalniki stosowane do ekstrakcji (metanol, etanol, aceton, DMSO, propanol,
dichlorometan) wptywaja na zakres liniowos$ci. Jest to zrozumiate z uwagi na rdézne
sktady ekstraktow, ale takze wielkos¢ tworzonych nanoczastek, ktora decyduje o wielko-
$ci adsorpcji. Biorgc pod uwage aktywno$¢ antyoksydacyjna badanych ekstraktow (na
podstawie TAC) mozna je uporzadkowaé wraz ze wzrastajgca aktywnoscig antyoksyda-
cyjng: ekstrakt dichlorometanowy< ekstrakt acetonowy< ekstrakt metanolowy< ekstrakt
propanolowy< ekstrakt etanolowy< ekstrakt z DMSO.
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BADANIE WEASCIWOSCI OBJETOSCIOWYCH WYBRANYCH
FUNKCJONALIZOWANYCH SILOKSANOW

K. WOJDAT', J. KARASIEWICZ?, J. KRAWCZYK®, 'UMCS, Wydziat Chemii,
Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Zjawisk Migdzyfazowych, Pl. Marii Sktodowskiej-
Curie 3, 20-031 Lublin, 2UAM, Wydzial Chemii, Zaklad Chemii i Technologii Zwigz-
kow Krzemu, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614 Poznan

Abstrakt: Zwigzki powierzchniowo czynne, powszechnie nazywane surfaktantami,
stanowig rdéznorodng grupe zwigzkow chemicznych o szerokim zastosowaniu. Zastoso-
wanie surfaktantow wynika zich specyficznych wiasciwosci, bedacych nastgpstwem
budowy amfifilowej tych zwiazkow. Odpowiednia modyfikacja tej budowy surfaktantu
zapewnia zmiang zarowno jego wlasciwosci powierzchniowych, jak i objetosciowych.

Whprowadzenie: Czasteczki surfaktantow zbudowane sa z czgséci hydrofilowej, nazywa-
nej ,,glowa”, oraz czesSci hydrofobowej, okreslanej mianem ,,0gona”. Cz¢s¢ polarna,
dzieki powinowactwu do wody iinnych cieczy polarnych, zapewnia rozpuszczalno$é
surfaktantu w $rodowisku polarnym. W zalezno$ci od budowy cze$ci hydrofobowe;j
surfaktanty moga si¢ znaczaco r6zni¢ od siebie wlasciwosciami. Zwigzki powierzchnio-
wo czynne, w ktorych ogon stanowi tancuch alkilowy, nazywane sg surfaktantami synte-
tycznymi (klasycznymi). Inng grupe z kolei stanowia surfaktanty specjalne — np. fluoro-
we, w ktorych cze$¢ hydrofobowa stanowi tancuch fluoroweglowodorowy, oraz surfak-
tanty silikonowe, w ktorych zastosowano grupy, zawierajace atomy krzemu [1]. Waz-
nym parametrem, charakteryzujacym surfaktanty, jest ich krytyczne st¢zenie micelizacji
(CMC). CMC jest to stezenie, przy ktorym czasteczki surfaktantu zaczynajg tworzyc
zorganizowane struktury (micele), a w roztworze ustala si¢ dynamiczna réwnowaga
miedzy monomerami a micelami surfaktantu [2]. Wyrdznia si¢ nastgpujace formy aso-
cjatow: micele kuliste, micele niesferyczne oraz micele usieciowane [1]. W celu okre-
$lenia wartosci CMC danego surfaktantu w danym uktadzie mozna wykorzysta¢ badanie
nastepujacych wiasciwosci fizykochemicznych: napigcie powierzchniowe, lepkosc,
gestos¢, przewodnictwo, wspotczynnik zatamania $wiatta | rozproszenie $wiatta. Wérod
technik instrumentalnych stosowanych do wyznaczenia wartosci CMC wyrdznia sie:
spektroskopie¢ elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR), spektroskopie ma-
gnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), spektroskopi¢ absorpcyjng UV-VIS, kalory-
metri¢, a takze techniki chromatograficzne, potencjometryczne oraz spektrofluoryme-
tryczne [3]. W technikach spektrofluorometrycznych badane sa zmiany widma emisji
i wzbudzenia sond fluorescencyjnych. W tym celu stosuje si¢ zwigzki luminescencyjne,
ktore wykazujg podwyzszong lub odmienng charakterystyke emisji w roztworach mice-
larnych i monomerycznych surfaktantdw, co umozliwia analiz¢ procesu ich micelizacji.
Jedng z czgsciej stosowanych metod wyznaczania warto§ci CMC jest spektroskopia
fluoroscencyjna, ktorej niewatpliwg zaleta jest wysoka wrazliwo$¢ na dynamike
i strukture miceli. Istotng kwestia, wplywajaca na wiarygodnos$¢ wynikéw otrzymanych
przy zastosowaniu tej metody, jest dobor odpowiedniej sondy fluorescencyjnej. Przykta-
dowymi sondami fluorescencyjny sg piren i kumaryna 153 (Rys 1.), ktore majg zastoso-
wanie w roznych roztworach surfaktantow [2].
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Rys. 1. Wzér strukturalny: (A) pirenu, (B) kumaryny 153.

Piren jest stosowany do wyznaczenia wartosci CMC zaréwno surfaktantéw o niskiej masie
czasteczkowej jak ipolimerowych, akumaryna 153 jest wykorzystywana czesciej
w badaniach zwigzkéw powierzchniowo czynnych o stosunkowo niskiej masie czastecz-
kowej [2]. Piren jest sonda fluorescencyjng, ktdra wykorzystuje proces tworzenia ekscyme-
réw [4]. Zwiazek ten wykazuje duza czulos¢ na lokalne zmiany srodowiska, dzieki czemu
kazda zmiana polarnosci W otoczeniu czasteczki pirenu moze powodowaé znaczace zmia-
ny intensywnosci fluorescencji. Niezaprzeczalng zaleta spektrometrii fluorescencyjnej
Z uzyciem pirenu jest tatwos$¢ wyznaczenia CMC. Jednakze jest to zwigzek o stabej roz-
puszczalnosci W wodzie, oraz wykazuje tendencj¢ do tworzenia fluorescencyjnych
i niefluorescencyjnych agregatow w roztworze, co nie zawsze jest korzystne [2]. Kumary-
na 153 jest sondg, ktora wykazuje niewielkg intensywno$¢ fluorescencji w roztworach
wodnych i lepiej rozpuszcza sie¢ W wodzie w poréwnaniu do pirenu. Stosowana przy wyz-
szych stezeniach surfaktantéw, kiedy zostaje przekroczone CMC i powstaja micele, kuma-
ryna wnika do ich hydrofobowego wnetrza. Kumaryna 153 jako sonda fluorescencyjna
wykazuje przewage nad pirenem W aspekcie tatwosci przeprowadzenia eksperymentu, jego
czasochtonnosci oraz doktadnosci pomiaru [2]. Celem przedstawionych badan byto okre-
$lenie wptywu rodzaju sondy fluorescencyjnej na warto§ci CMC wybranego surfaktantu
z grupy surfaktantow siloksanowych w temperaturze 293 K.

Cze$¢ eksperymentalna: W ramach przeprowadzonych badan dokonano pomiaru emisji
fluorescencji dwoch wybranych sond fluorescencyjnych: pirenu (M=202.25 g/mol)
i kumaryny 153 (M=146 g/mol) w roztworze wybranego surfaktantu siliksanowego. Na
poczatek przygotowano roztwor wyjéciowy pirenu i kumaryny 153 w etanolu o stezeniu
1x10% M. Nastepnie sporzadzono wodny roztwor wyjéciowy wybranego surfaktantu
silikonowego (3-[3-(hydroksy)(polyetoxy)propyl] -1,1,1,3,5,5,5-heptametylotrisiloksan
(P20), M = 808.5 g/mol) o stezeniu 1x10™° M. Wykorzystujac przygotowane roztwory
wyjéciowe surfaktantu iprob fluorescencyjnych sporzadzono dwie serie roztworow
roboczych surfaktantu iproby — jedna zwykorzystaniem pirenu, adrugs
z wykorzystaniem kumaryny 153. Stezenie surfaktantu W roztworach roboczych miesci-
to sie w zakresie od 1x10° M do 1x10 M. Natomiast stezenie proby (zardéwno piranu
jak i kumaryny 153) w tych roztworach bylo stale i wynosito 1x10° M. Dhugosé fali
wzbudzenia wynosita 335 nm dla pirenu i 440 nm dla kumaryny 153. Pomiary przepro-
wadzono w zakresie A=430-650 nm z wykorzystaniem spektrofluorymetru Hitachi
F-2700. Pomiary przeprowadzono w temperaturze 293 K.
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Wyniki: Na podstawie otrzymanych widm emisyjnych pirenu ikumaryny 153
w wodnych roztworach badanego surfaktantu (Rys. 2 i 3) stwierdzono, ze st¢zenie sur-
faktantu w znaczny sposob wptywa na ksztatt widma (w przypadku pirenu) oraz warto$¢
intensywnosci emisji fluorescencji (w przypadku kumaryny 153). Wzrost stezenia pirenu
w roztworze P20 powoduje przede wszystkim zmiany wartos$ci intensywnosci pierwsze-
go (1) i trzeciego (Iy;;) piku na widmie emisyjnym pirenu. Pierwszy pik na tym widmie
odpowiada dtugos$ci fali 372 nm, atrzeci 384 nm. Do wyznaczenia CMC surfaktantu
wykorzystujemy stosunek 1/l Z kolei w przypadku kumaryny 153 wzrost stezenia
badanego surfaktantu powodowal wzrost intensywnosci emisji fluorescencji oraz prze-
suniecie maksimum (540 nm) w kierunku fal krétszych (Rys. 2).

350 380 370 380 380 400 410 420 430 440 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
. [om] wnm

Rys. 2 Wplyw ste¢zenia badanego surfaktantu (P20) na intensywnos¢ i ksztatt widma emisji fluorescencji
pirenu (po lewej) oraz kumaryny 153 (po prawej).
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Rys. 3 Zalezno$¢ stosunku intensywnosci I/1y, emisji fluorescencji pirenu i intensywnosci emisji fluorescencji
kumaryny 153 od stezenia P20 w roztworze (logC).

Whioski: Stwierdzono, ze po przekroczeniu CMC badanego surfaktantu silikonowego
intensywnos$¢ emisji fluorescencji badanych sond fluorescencyjnych wyraznie wzrasta,
zmienia si¢ rowniez ksztatt widma. Zaobserwowano takze, ze wzrost st¢zenia surfaktan-
tu wptywa nieznacznie na przesuni¢cie maksimoéw pikoéw na widmie pirenu. Wszystkie
obserwowane zmiany $wiadczg o zmianie charakteru hydrofobowo-hydrofilowego oto-
czenia pirenu w badanym roztworze. Na podstawie tych zmian mozna stwierdzi¢, ze
badany surfaktant tworzy micele w roztworze wodnym, oraz ze piren ulega solubilizacji
w ich wngtrzu. Piren jest wigc sondg fluorescencyjna, ktora moze byé z powodzeniem
stosowana do wyznaczania CMC trisiloksanow. Kolejng zastosowang sonda byta kuma-
ryna 153. Wedlug danych literaturowych [2-3] charakteryzuje si¢ ona lepsza rozpusz-
czalno$ciag W wodzie w porownaniu do pirenu, a wartosci CMC surfaktantow otrzymy-
wane przy jej wykorzystaniu sa bardziej powtarzalne i wiarygodne. Stad w ramach prze-
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prowadzonych badan, otrzymanych wynikow i ich analizy poréwnano otrzymane warto-
$ci CMC badanego surfaktantu silikonowego (P20) wyznaczone przy uzyciu pirenu
z tymi otrzymanymi przy wykorzystaniu kumaryny 153. Okazato si¢, ze CMC P20
otrzymane przy wykorzystaniu pirenu i kumaryny 153 sa bardzo zblizone (odpowiednio:
4.9x10* M i4x10™* M). W przypadku pirenu punkt CMC zwigzany jest ze spadkiem
warto$ci I)/ly;; . Natomiast dla kumaryny 153 w badanym uktadzie punkt ten odpowiada
poczatkowi plateau na wykresie. Otrzymane przy uzyciu sond fluorescencyjnych warto-
$ci CMC dla P20 sg bliskie tym wyznaczonym na podstawie pomiaréw napigcia po-
wierzchniowego (3.12x10™) [5]. Otrzymane wartosci CMC dodatkowo potwierdzaja, ze
w przypadku pirenu, wlasciwe jest wyznaczanie CMC na podstawie pierwszych zmian
intensywnosci emisji fluorescencji a nie zatrzymania si¢ tych zmian. W literaturze poja-
wiaja si¢ rozne podejscia co do sposobu wyznaczania CMC na podstawie pomiarow
emisji fluorescencji pirenu [5]. Niektorzy autorzy za punkt CMC obieraja wtasnie pierw-
sze zmiany stosunku intensywnosci pierwszego I, (372 nm) i trzeciego Iy, (384 nm) piku,
natomiast inni jeden z parametréw funkcji opisujgcej te zmiany [5]. Nasze badania po-
twierdzity, ze przyjeta metoda wyznaczania tego parametru jest poprawna, a Kumaryna
podobnie jak piren moze by¢ stosowana do wyznaczania CMC surfaktantéw siloksano-

wych.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu
LIDER XI, nr umowy LIDER/ 50011 /L 11 19 / 2020.
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OZNACZENIE CY’[:OSTATYK(')W METALOORGANICZNYCH
W SCIEKACH SZPITALNYCH
ZWYKORZYSTANIEM HPLC-ICP-MS

K. WRZESINSKA, J. CZERWINSKI, Politechnika Lubelska, Wydziat Inzynierii
Srodowiska, Katedra Inzynierii Ochrony Srodowiska, ul. Nadbystrzycka 40B,
20-618 Lublin

Abstrakt: Leki chemioterapeutyczne na bazie platyny, takie jak cisplatyna, karboplaty-
na i oksaliplatyna, sg szeroko stosowane W leczeniu réznych rodzajéw nowotworow. W
ciggu ostatnich kilku dekad stwierdzono ich obecno$¢ w probkach srodowiskowych,
zardbwno W przypadku $ciekoéw szpitalnych, komunalnych jak i wod powierzchniowych.
Z uwagi na ich toksyczno$¢ opracowuje sie ciggle nowe techniki ich oznaczania i jedna
Z nich oparta na analizie HPLC-ICP-MS przedstawiamy w niniejszej pracy.

Whprowadzenie: Rosngce wykorzystanie cytostatykow, ktore sa stosowane W terapii
nowotworow, stato si¢ nowym problemem s$rodowiskowym. Substancje te dziataja po-
przez hamowanie wzrostu komorek lub ich bezposrednie zabijanie, kilka cytostatykow
zostato sklasyfikowanych jako leki RMR (rakotworcze, mutagenne i reprotoksyczne).
Roézne zrodia, takie jak emisje z zaktadow produkcyjnych lub bezposrednia utylizacja
farmaceutykow w gospodarstwach domowych, przyczyniajg si¢ do potencjalnego zanie-
czyszczenia $rodowiska, ale glownym zrodlem zwigzkow cytostatycznych w $ciekach
lub w srodowisku sg wydaliny (mocz i kat) pacjentow leczonych medycznie. Cytostatyki
i ich metabolity sg stale usuwane do $ciekow szpitalnych lub komunalnych. Rozciencze-
nie wydalanych st¢zen cytostatykéw powoduje rozproszenie substancji W systemie $cie-
kowym i utrudnia ich usuwanie w oczyszczalniach $ciekow [1-2]. Pochodne platyny sa
stosowane od dziesiecioleci w terapii nowotwordéw ztosliwych, glownie guzow litycz-
nych. Pierwszy opisany zwiazek, cisplatyna, jest bardzo skutecznym zwiazkiem i zostat
pierwotnie odkryty poprzez obserwacj¢ jego dzialania bakteriostatycznego. Aktywnos$¢
przeciwnowotworowa cisplatyny wiaze si¢ jednak z szeregiem skutkow ubocznych,
w tym wymiotami czy nefrotoksycznosécia, Zwiazek ten zyskal szeroka dystrybucje
w terapii guzow litycznych, wtym np. raka pluc, jajnika, glowy iszyi oraz jader.
W zwigzku ztym podjeto kilka prob dalszego rozwoju klasy zwigzkow platyny
w celu zachowania wysokiej aktywnosci terapeutycznej poprzez zmniejszenie niepoza-
danych skutkow ubocznych. Jednym z tych zwigzkow jest karboplatyna, ktora jest sto-
sowana gtéwnie W leczeniu raka jajnika, wykazujac mniejsze spektrum terapeutyczne
niz cisplatyna [3]. W ostatnim czasie przeprowadzono kilka badan dotyczacych rosngce-
go stezenia platyny W roéznych czeSciach ekosystemu wodnego, tj. w wodach pitnych,
gruntowych i powierzchniowych, a takze w $ciekach. Poziomy wystgpowania cytostaty-
kow opartych na platynie wahaja sie w granicach od pojedynczych ng/dm® do 250 000
ng/dm® w éciekach szpitalnych, od poziomu niewykrywalnego do 35 000 ng/dm’
w $ciekach komunalnych iréwniez od poziomu niewykrywalnego do 150 ng/dm®
w wodach powierzchniowych [4-5]. Chociaz cytostatyczne zwiazki platyny sa uwazane
za trwale zanieczyszczenie toksyczne, wiedza na temat ich wystepowania i dystrybucji
w $rodowisku jest nadal do$¢ fragmentaryczna. Analiza oznaczen tych zwigzkow
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w §rodowisku jest trudna ze wzgledu na niskie poziomy stezen ina raportowanie
w wigkszosci publikacji sprzecznych informacji dotyczacych ich stabilnosci. Dlatego tez
wiekszo$¢ prac przedstawia oznaczanie platyny catkowitej z wykorzystaniem ICP-MS.
Znacznie rzadziej HPLC-ICP-MS lub inne techniki komplementarne. Najwyrazniej
glownymi zaletami ICP-MS w zakresie analizy ultrasladowej sa doskonata czutoé¢
i granica wykrywalnosci metody [5-6].

Cze$¢ eksperymentalna: W badaniach wykorzystano probki $ciekow pobranych z 4
lubelskich szpitali posiadajacych oddzialy onkologiczne, COZL, PSK — 1 i PSK — 4
(druga probka z pulmunologii) oraz szpitala ,,kolejowego”. Objgto$¢ pobranych Sciekow
wynosita nie mniej niz 1 dm®. Probki $ciekéw odwirowywano przy 4500 rpm i saczono
przez filtry strzykawkowe 0,45um. Probek dostarczanych do laboratorium nie utrwalano
i analize wykonywanie nie pdzniej niz 2 godziny po dostarczeniu probki do laborato-
rium. Tak przygotowane probki analizowano z wykorzystaniem chromatografu cieczo-
wego Agilent Infinity II sprzezonego z tandemowym spektrometrem mas z plazmag
wzbudzang indukcyjnie Agilent 8900. Parametry pracy chromatografu oraz spektrometru
przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Parametry pracy systemu HPLC-ICP-MS.

Kolumna chromatograficzna

Zorbax Stable Bond C18, 2.1x50 mm,
1.8um, 80 A

Eluent A =H,0, 1% MeOH, 0.1% HCOOH
B = MeOH, 0.1% HCOOH

Przeptyw 0,9 ml/min

Objetos¢ dozowana Sul

Temperatura termostatu 30°C

Gradient

0 -2 min A 100%
10 min B90%

Komora mgilelna cyclonic”
Gaz do nebulizatora 0,9 I/min
Gaz dodatkowy 1,2 I/min
Gaz do plazmy 15 I/min
Stozki ,,Platinum”

W badaniach wykorzystano wzorce cis-platyny, karboplatyny i oxaliplatyny produkcji
Supelco (secondary standards) zakupione w Sigma Aldrich (Polska). Roztwory wzorcow
sporzadzano bezposrednio przed uzyciem W celu zapobiegniecia degradacji, ktéra naj-
szybciej zachodzita dla cis-platyny (wymiana Cl na grupg OH).

Granice oznaczalnosci (BEC) jakie wuzyskano dla cis-platyny,
i oksaliplatyny ksztattowaty sie odpowiednio 0,02, 0,04 i 0,07 pg/dm®.

karboplatyny
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Rys. 1. Chromatogram probki $ciekow z oddziatu pumunologicznego PSK 4 w Lubline.

Na rysunku 1 przedstawiono chromatogram probki $ciekéw z oddzialu pumunologicz-
nego PSK-4 w Lublinie gdzie obserwujemy jedynie obecno$¢ karboplatyny, a cis-
platyna (Rt 0,72 min) i oxaliplatyna (Rt 3,22 min) wystepuja jednie na granicy oznaczal-
nosci. W pozostatych przypadkach cis-platyna jest dominujaca. Tabela 2 przedstawia
wyniki oznaczen cytostatykow platynoorganicznych.

Tabela 2. Wyniki oznaczefi W $ciekach cytostatykow platynoorganicznych.

Miejsce pobrania Cis-platyna Karbolatyna Oksaliplatyna
probki [ng/dm’] [ng/dm’] [ng/dm’]
PSK-1 27,3 3,2 2,1
PSK-4 ogolny 39,1 0,71 ND
PSK-4 pulmuno- 0,09 32,1 0,17
logia

CozL 71,2 12 0,42

W przedstawionych badaniach nie analizowali$émy obecnosci jonu platyny Pt**, ktéry
ujawnia swoja obecno$¢ W ,,czasie martwym” kolumny i jest ona tym istotniejsza im
dhuzej przechowywana jest probka. Obecno$é Pt?* w badanych probkach moze wskazy-
wac, ze §cieki pochodza ze zbiornika wyrownawczego lub tez probki byty zbyt dtugo
przechowywane.

Whioski: Przedstawione wyniki wskazuja, ze polaczenie HPLC-ICP-MS jest technika
odpowiednia do oznaczania kompleksow platyny (czy tez zwiazkow platynoorganicz-
nych) wykorzystywanych jako leki cytostatyczne w $ciekach szpitalnych. Jest to istotne
z tego powodu, ze kompleksy platyny izwiazki platynoorganiczne posiadaja wyzszy
potencjat kancerogenny niz jony platyny. Uzyskane granice oznaczalnosci sg wyzsze niz
te, kiedy oznaczamy sumaryczna zawarto$¢ platyny, ktora w warunkach LAS wynosi ok
(BEC) 0,2 ngPt/dm®. Zaletg jest jednak mozliwo$¢ pokazania rodzaju zwigzkow zawie-
rajacych platyne, ktore wystepuja W $ciekach. Literatura wskazuje, ze cytostatyki platy-
noorganiczne stabo usuwane sg W klasycznych oczyszczalniach $ciekow, dlatego tez
nawet niewielkie ilosci tych zwigzkéw trafiajace do $ciekéw komunalnych i wod sa
znaczace dla organizmow zamieszkujacych odbiorniki oczyszczonych sciekow. Dane te
pokazuja rowniez, ze celowe byloby budowanie niewielkich (np. kontenerowych)
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oczyszczalni §ciekdw szpitalnych po to, by pozostatosci lekéw (antybiotykéw, cytosta-
tykow, pozostatosci srodkow kontrastujacych i innych) byty degradowane i nie trafiaty
bezposrednio do oczyszczalni $cieckow komunalnych.
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RODZAJ SURFAKTANTOW A KINETYKA
ELEKTROREDUKCJI JONOW BIZMUTU W ROZTWORACH
ELEKTROLITOW WODNO - ORGANICZNYCH: NOWE
SPOJRZENIE NA ZASTOSOWANIE REGULY ,,CAP-PAIR”
W OBLICZU WYZWAN WSPOLCZESNEGO SWIATA

A. N. PAWLAK, A. NOSAL-WIERCINSKA, UMCS, Instytut Nauk Chemicznych,
Wydziat Chemii, Katedra Chemii Analitycznej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031
Lublin

Abstrakt: Badania eksperymentalne skoncentrowaly si¢ na wplywie surfaktantoéw jo-
nowych oraz metanolu na elektroredukcje jonéw Bi(IIl). Wykazano, ze CTAB przyspie-
sza ten proces, podczas gdy 10SASS go inhibituje. Dodatek metanolu zmienia dynami-
ke wptywu surfaktantow na proces elektrodowy.

Woprowadzenie: Surfaktanty sa zwigzkami chemicznymi, odgrywajacymi kluczowa role
zarbwno W przemysle, medycynie, jak i w procesach biologicznych. Ich zdolno$¢ do
tworzenia uktadow micelarnych wynika z charakterystycznej budowy, ktéra obejmuje
fragmenty o roznej polarnosci [1]. Surfaktanty posiadaja wiasciwosci amfifilowe:
z jednej strony zawierajag W swojej strukturze fragmenty hydrofobowe, co sprawia, ze
wykazuja duze powinowactwo do cieczy niepolarnych (np. alkoholi), natomiast z drugiej
strony, posiadajg czesci hydrofilowe, ktore oddzialuja z czgsteczkami polarnymi (np.
wodg). Zwykle ich czesci hydrofobowe sktadaja si¢ z alifatycznego tancucha weglowo-
dorowego. Moze by¢ on rozgaleziony, nierozgaleziony, jak rowniez posiadaé W swojej
strukturze pier$cien aromatyczny [2]. W przypadku surfaktantow jonowych, ich czg¢sé
hydrofilowa zawiera najcze$ciej grupe stanowigcg reszte kwasowag lub zasadows.
W s$rodowisku wodnym surfaktanty jonowe ulegaja dysocjacji, tworzac jony dodatnie
(kationy) lub ujemne (aniony). Przyktadami jonowych $rodkow powierzchniowo czyn-
nych sg sl sodowa kwasu sulfonowego (10SASS; surfaktant anionowy) oraz bromek
heksadecylotrimetyloamoniowy (CTAB; surfaktant kationowy). 10SASS znajduje za-
stosowanie w leczeniu objawow chorobowych wywotanych przez pikornawirusy (Picor-
naviridae), takich jak zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych, migsni, watroby czy spo-
jowek. Poza zastosowaniami medycznymi, moze by¢ uzywany W wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) do detekcji zwiazkoéw organicznych, zwtaszcza pep-
tydow oraz biatek [3]. Zkolei CTAB, wykorzystywany jest m.in. jako solubilizator
lekéw oraz $rodek w produkcji szczepionek czy farmaceutykdéw przeznaczonych do
terapii genowych [4]. Zrozumienie wlasciwosci elektrochemicznych lekow jest kluczo-
we dla pelniejszej analizy ich szlaku metabolicznego zwiazanego z procesami redox
zachodzacymi w organizmach. Natomiast w kontekscie optymalizacji procesow produk-
cji lekow jest to istotne W zwiazku z rodzajem srodowiska reakcji. Surfaktanty zastoso-
wane do badan wykazujg zdolno$¢ do modyfikacji struktury obszaru migdzyfazowego
(elektroda-roztwor), poprzez utworzenie mieszanej warstwy adsorpcyjnej, wptywajacej
na zmiany w kinetyce i mechanizmie procesu elektroredukcji jonow Bi(III) [5]. Badano
wplyw surfaktantow jonowych na mechanizm i kinetyke elektroredukeji jonow Bi(lll)
w roztworach elektrolitow wodno — organicznych, wykorzystujac nastepujace metody
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elektrochemiczne: polarografia statopradowa (DC), woltamperometria cykliczna (CV)
i fali prostokatnej (SWV).

Czes¢ eksperymentalna: Do przygotowania roztwordw uzyto nastgpujacych odczynni-
kow: NaClO, (Fluka), HCIO, (Sigma), metanol cz.d.a, CgH;7NaO3S- sol sodowg kwasu
sulfonowego (1OSASS) (Fisher Chemical), CigH4,BrN- bromek heksadecylotrimetylo-
amoniowy (CTAB) oraz wode redestylowang. Sporzadzono mieszane roztwory wodno-
organiczne elektrolitéw podstawowych (EP), zawierajace 0,5 mol-dm® NaClO4
i 0,5 mol-dm™ HCIO, oraz wodg i metanol w réznych stosunkach objetosciowych. Roz-
twory oznaczono wedtug schematu: A oznacza 1 mol-dm™ chlorany(V11)aq) gd2|e sto-
sunek chlorany(VI1):metanol = 4:0 (A — 0 % MeOH); B oznacza 1 mol-dm™ chlora-
ny(VI g gd2|e stosunek chlorany(VI1):metanol = 3:1 (B - 25%,,) MeOH); C oznacza
1 mol-dm? chlorany(V11)q) 9dzie, stosunek chlorany(VIl):metanol = 2:2 (C - 50%y,
MeOH).

Kazdy zroztworow EP zawieral jony depolaryzatora Bi(IIl) o stalym st¢zeniu
1-10° mol-dm™. Probki zawierajace surfaktanty przygotowywane byly zawsze tuz przed
pomiarami. W badaniach wykorzystano potencjostat Autolab FRA 2/ GPES 4.9 firmy
Eco Chemie (Utrecht, Holandia) wraz z programowalnym statywem elektrodowym
M165D (mtm-anko, Krakow, Polska), zawierajacym uktad trzech elektrod. Elektroda
Ag/AgCl/3M KCI stanowita elektrode¢ odniesienia, drut platynowy petnit role elektrody
pomocniczej, a elektroda robocza byta innowacyjna elektroda z cyklicznie odnawialnym
filmem cieklego amalgamatu srebra (R-AgLAFE), ktora stanowi doskonala alternatywe
dla tradycyjnej elektrody rteciowej. Konstrukcja zastosowana w elektrodzie R-AgLAFE
gwarantuje porbwnywalne parametry uzytkowe i jakosciowe jak elektroda HMDE, przy
znacznym ograniczeniu zuzycia szkodliwej rteci.

Wyniki: Wzrost ilo$ci metanolu w roztworze elektrolitu podstawowego powoduje spa-
dek odwracalnosci procesu elektroredukeji jonéw Bi(IIl). Swiadcza o tym: obnizenie
warto$ci pradow pikow SWV (Rys. 1) oraz spadek nachylenia fali polarograficznej DC
(Rys. 2). Obecno$¢ CTAB w roztworach zmienia kinetyke procesu elektroredukcji jo-
now Bi(IIT) w kierunku przyspieszania, co potwierdzaja wzrosty pradow pikow SWV
oraz zmniejszajgca si¢ szeroko$¢ pikéw w potowie ich wysokosci (Rys. 3-5). Dodatek
10SASS powoduje zmniejszenie wysokosci pradu pikow SWV (Rys. 6-8) we wszyst-
kich badanych roztworach EP. Dynamika elektroredukcji Bi(ll1) w roztworach elektroli-
tow mieszanych (chlorany(VII) - metanol), w zwigzku z obecnoscia CTAB i 1OSASS
wyraznie ulega zmianie. Wraz ze zwigkszeniem zawartosci alkoholu w roztworach EP,
prady pikow maleja i staja si¢ gorzej zdefiniowane (Rys. 3-8). Wptyw CTAB i LOSASS
oraz zmian stosunku stezenh MeOH-CIO, na odwracalno$¢ procesu elektroredukcji jo-
now Bi(III) wynika takze z danych uzyskanych z pomiaréw woltamperometrii cyklicz-
nej. Wraz ze wzrostem ilo§ci metanolu w roztworze EP obserwuje sie zwiekszenie odle-
glo$ci miedzy pikiem anodowym a katodowym (AEx =0.103; AEg = 0.132; AEc
=0.151), co przeklada si¢ na spadek szybkosci procesu. W przypadku obecnosci CTAB,
warto$ci AE zmniejszaja si¢ (AEg =0.132; AEg; = 0.088; AEg; =0.039; AEg; =0.029),
natomiast w obecnosci 10SASS obserwujemy ich wzrost (AEg =0.132; AEg; =0.151 ;

AEg; =0.196; AEg; =0.207). Wczesniejsze badania wykazaty ztozony mechanizm proce-
su elektroredukcji jonow Bi(Ill) na elektrodzie [6] iwskazuja na reakcj¢ chemiczna
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tworzenia si¢ kompleksow aktywnych bioracych udziat w przejsciu elektronéw. Sugeru-
ja one podobny wieloetapowy mechanizm elektrodowy rowniez w badanych uktadach.

WOVIT) + 25%,,, MeOH)
WOVIL) + 50%,.., MeOH)

006 oot o

Rys.1. Piki SWV elektroredukql 1 103 mol dm™ 3 jondw B1(III) wwodno organlcznych roztworach
elektrolitow podstawowych.
Rys.2. Fale polarograficzne DC elektroredukcji 1+ 10~ * mol- dm™ ? jonéw Bi(III) w wodno-organicznych
roztworach elektrolitu podstawowego.

20—

€
@00 C {1 mok dn*chioramy(WH + 5%, MeOH,

09 (1 mol am*chloramyiVh + 50%,, WeOH, + 610°mol dm*CTAB
8 (1 mol.an chiorany1Vih + 50%_, MeOH, + 110+ mol dm*CTAB

©—0—® (1 mol anchioramyiVIh + 5T%,, MeOH + 1107 mol dm*CTAB

Rys.3-5. Piki SWV elektroredukcji 1+ 10~ * mol- dm™ oﬁow Bi(IIT) w roztworach A-C elektrolitow podsta-
wowych w obecnosci roznych stgzen CTAB.

Rys.6-8. Piki SWV elektroredukql 1-1073 mol dm~ 3 jonow Bi(Ill) w oztworach A C elektrolitéw podsta-
wowych w obecnosci roznych stezen 10SASS.

Wzrost ilo$ci metanolu w roztworze EP nie powoduje znacznych zmian w wartosciach
wspotezynnikow przejscia katodowego o (aa= 0.36; o= 0.35; ac= 0.34), co wskazuje na
taki sam mechanizm procesu elektrodowego w roztworach wodno — organicznych
i wodnych [7]. Obecnosé¢ surfaktantow powoduje znaczace réznice W warto$ciach a,
potwierdzajac wczesniej wspomniane zmiany w wieloetapowym mechanizmie elektro-
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dowym. Réznice w kinetyce procesu elektroredukcji jonéw Bi(Ill) zwigzane
z obecnoscia CTAB i 1OSASS wynikaja zapewne z ich struktury i utozenia na elektro-
dzie. Literatura potwierdza adsorpcj¢ alkoholu na elektrodzie [7], co skutkuje jej blokada
i ewentualnym zmniejszeniem ilosci kompleksow aktywnych Bi — CTAB w warstwie
adsorpcyjnej. Z kolei 10SASS, adsorbujac si¢ silnie na elektrodzie, sam blokuje do niej
dojscie, co skutkuje inhibitowaniem procesu. Utworzone kompleksy aktywne Bi -
10SASS nie maja szans dotrze¢ do powierzchni elektrody, a dodatkowa obecnos¢ meta-
nolu w roztworze EP, umacnia te blokade. Zaproponowany w literaturze [8] mechanizm
dziatania substancji organicznych na elektroredukcje¢ jonow Bi(IIT) w roztworach chlo-
ranow(VII), w pelni wspotgrajacy z zatozeniami reguty ,,cap — pair”, mozna réwniez
odnies¢ do prezentowanego uktadu Bi(III) — CTAB, Bi(lll) — 10SASS. Natomiast zmia-
na mechanizmu, a w konsekwencji spadek dynamiki kinetyki procesu elektroredukcji
jonéw Bi(II) w obecno$ci mieszanych roztworéw wodno — organicznych, rozszerza
interpretacj¢ mechanizmu efektu ,,cap — pair”.

Whioski: Wykazano, ze na szybkos$¢ procesu elektroredukcji jonow Bi(IIl) wptywaja:
obecnos¢ surfaktantu oraz rodzaj elektrolitu podstawowego. CTAB przyspiesza wielo-
etapowy proces elektroredukeji jonéw Bi(IIT) we wszystkich badanych roztworach elek-
trolitbw podstawowych, natomiast 1-OSASS inhibituje ten proces. Obecno$¢ metanolu
zmienia dynamike katalitycznego dziatania CTAB oraz inhibicji 10SASS na proces
elektrodowy. Zmiana dynamiki procesu elektroredukcji jonéw Bi(IIT) w kierunku inhibi-
cji moze by¢ spowodowana ograniczeniem dostepu do elektrody przez zaadsorbowane
czasteczki metanolu, co skutkuje blokada elektrody badz/ i wypychaniem tworzacych sig
czasteczek kompleksow aktywnych Bi-CTAB i Bi-10SASS, ulatwiajacych przejscie
elektronow W procesie elektrodowym.
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ANALITYCZNE WYKORZYSTANIE REAKCJI ESTRYFIKACJI
NA PRZYKEADZIE OZNACZANIA WYBRANYCH
METABOLITOW SZLAKU KINURENINOWEGO
METODA LC-MS

K. OZGA', 1. SADOK? *KUL, Wydzial Medyczny, Instytut Nauk Biologicznych,
Katedra Biomedycyny i Badan Srodowiskowych, ul. Konstantynow 1J, 20-708 Lublin,
’KUL, Wydziat Medyczny, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Chemii, ul. Konstan-
tynow 1J, 20-708 Lublin

Abstrakt: Metabolizm tryptofanu szlakiem kinureninowym zwigzany jest
z regulacja odpowiedzi immunologicznej podczas wielu schorzen m.in. choréb nowo-
tworowych, kardiologiczno-naczyniowych oraz neurodegeneracyjnych. W niniejszym
komunikacie zaprezentowano wyniki badan wstepnych ukierunkowanych na sprawdze-
nie mozliwosci zastosowania reakcji estryfikacji do przeksztatcenia endogennych meta-
bolitow szlaku kinureninowego W pochodne estrowe o zmniejszonej polarnosci
i bardziej pozadanych wiasciwosciach chromatograficznych. Reakcje estryfikacji prze-
prowadzono z wykorzystaniem n-butanolu i chlorku acetylu jako katalizatora. Hipotezg
badawczg sprawdzono z wykorzystaniem modelowych roztworéw metabolitoéw szlaku
kinureninowego - kinureniny (KYN), kwasu nikotynowego (NA) i kwasu pikolinowego
(PA). Detekcje pochodnych estrowych metabolitow tryptofanu prowadzono z wykorzy-
staniem spektrometru mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie po rozdziale chroma-
tograficznym w odwréconym uktadzie faz na kolumnie ze ztozem C18.

Woprowadzenie: Tryptofan to dostarczany wraz z pozywieniem aminokwas, ktory jest
wykorzystywany do syntezy biatek w ludzkim organizmie. To réwniez prekursor waz-
nych pod wzgledem fizjologicznym metabolitow, ktore powstaja w trakcie jego rozktadu
na drodze czterech szlakow: hydroksylacji, dekarboksylacji, transaminacji oraz szlaku
kinureninowego (z ang. kinurenine pathway). Z puli niezwiazanego tryptofanu, az
[195% jest metabolizowane na drodze szlaku kynureninowego [1] prowadzac do wytwo-
rzenia szeregu metabolitow zaangazowanych w regulacje odpowiedzi immunologicznej.
W wyniku enzymatycznego metabolizmu tryptofanu szlakiem kinureninowym powstaja
nastepujgce  metabolity:  kinurenina (KYN), kwas kinureninowy (KYNA),
3-hydroksykinurenina (3HKYN), kwas 3-hydroksyantranilowy (3-HAA), kwas chinoli-
nowy (QA), kwas antranilowy (AA), kwas ksanturenowy (XA) i kwas pikolinowy (PA)
[2]. Rozregulowanie szlaku kinureninowego, prowadzace do nadprodukcji takich meta-
bolitow jak: KYN, 3HKYN, KYNA i QA, opisano w przypadku HIV, choroby Alzhei-
mera, depresji, schizofrenii i r6znych nowotworow [3-4]. Aby zrozumie¢ patofizjologi¢
szlaku Kinureninowego w szerokim zakresie chorob i zidentyfikowaé¢ nowe biomarkery
diagnostyczne, wazne jest posiadanie wysoce czulej, doktadnej i szybkiej metody anali-
tycznej stuzacej do oznaczania pozioméw stezef tryptofanu ijego metabolitow,
W réznych matrycach biologicznych. Monitorowanie aktywnosci szlaku kinureninowego
W duzej Serii probek z wysoka doktadnos$cig i niezawodno$cig w ramach jednego proto-
kotu eksperymentalnego moze przynie$¢ wiele korzysci w badaniach farmakologicznych
i diagnostycznych zwigzanych z lepszym poznaniem patogenezy réznych choréb lub
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odkryciem nowych biomarkerow. Mimo, Ze opracowano wiele metod z wykorzystaniem
detektorow UV i fluorescencyjnych [5], podejscia te wykazuja pewne wady w postaci
stabej czutosci, selektywnosci i swoistosci. W przypadku analizy probek o ztozonym
sktadzie matrycy, metody wykorzystujace rozdzial chromatograficzny i detekcje
Z uzyciem analizatoréw mas (w szczegdlno$ci tandemowych spektrometrow mas) gwa-
rantuja czulg i selektywna analiz¢ materiatu biologicznego réznego pochodzenia [6-7].
Jednakze jednoczesne oznaczenie panelu metabolitow szlaku kinureninowego w trakcie
pojedynczej analizy nadal stanowi wyzwanie. Wynika to z réznic w ich endogennych
poziomach stezen, polarnosci i rodzaju grup funkcyjnych, a takze z efektu matrycowego
czgsto obserwowanego podczas analizy probek pochodzenia biologicznego
z wykorzystaniem metod LC-MS. Cztery z tych metabolitow sa bardzo polarne (np. QA,
PA, 3HKYN i KYN), podczas gdy inne sa mniej polarne (np. 3HAA, TRP, XA, KA
i AA). Réznice widoczne sg rowniez w liczbie grup kwasowych i zasadowych, co skut-
kuje r6zng wydajnoscig jonizacji w zrodle mas i zachowaniem chromatograficznym, co
istotnie utrudnia wybranie uniwersalnych warunkéw ekstrakcji i jednoczesnej detekcji
metabolitow tryptofanu w probkach biologicznych [6].

Cze$¢ eksperymentalna: Wszystkie odczynniki i substancje chemiczne byty wysokiej
klasy czystosci z przeznaczeniem do analiz LC-MS. Roztwory wyjsciowe o stezeniu
1000 ppm uzyskano poprzez rozpuszczenie nawazek PA i NA w wodzie, natomiast
KYN wDMSO. W celu uzyskania koncowego stezenia 1 ppm, probki rozcienczono
n-butanolem. Do 500 pL tak przygotowanych roztworéw wzorcowych metabolitow (PA,
KYN, NA) dodano po 70 pL mieszaniny n-butanolu z chlorkiem acetylu (9:1, v/v). Na-
stepnie prébki inkubowano w 57°C przez 1h. W kolejnym kroku probki odparowano
z wykorzystaniem Genevac EZ-2 Series, anastepnie rozpuszczono W 100 upL ultra-
czystej wody. Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem wysokosprawnego chromato-
grafu cieczowego serii 1200 sprzezonego ze spektrometrem mas (model 6120) firmy
Agilent Technologies. Widma zbierano dla wyjsciowych roztworéw wzorcowych meta-
bolitow tryptofanu (przed derywatyzacjg) oraz metabolitow po reakcji estryfikacji. Faza
ruchoma sktadata sie ze sktadnika A (0,1 % kwasu mréwkowego w wodzie) oraz sktad-
nika B (metanolu). Rozdziat chromatograficzny uzyskano na kolumnie Luna 3u C18(2)
1004, 150 x 4,60 mm (Phenomenex) pracujac W gradiencie (20% B: 0-5 min; 20-80%
B: 5-35 min; 80% B: 5-75 min). Jonizacj¢ probki uzyskano poprzez elektrorozpraszanie
w polaryzacji dodatniej. Jony pseudomolekularne ([M+H]") monitorowano w trybie SIM
(z ang. Single lon Monitoring).

Wyniki: Glownym problemem analitycznym w przypadku opracowania metod
LC-MS w odwréconym uktadzie faz jest krotki czas retencji kwasu piko linowego (PA),
kwasu nikotynowego (NA) oraz kinureniny (KYN). Kwas pikolinowy ze wzgledu na
swoja polarno$¢ jest szczegdlnie trudnym celem analitycznym i jest czesto pomijany
w metodach jednoczesnego oznaczania wielu metabolitow tryptofanu. Wszystkie badane
zwiazki zawieraja grupe karboksylowa zdolng do uczestniczenia w reakcji estryfikacji
z n-butanolem (Tabela 1).
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Tabela 1. Poréwnanie wzoréw strukturalnych metabolitow tryptofanu przed i po reakcji estryfikacji.

Metabolit Wzér strukturalny przed derywa- Wzér
tyzacja po derywatyzacji
Kwas nikotynowy 0
(0]
= B pasrtw
SN OH CH;
=
e N
N
MW =123,11u MW =180,11 u
Kwas pikolinowy & 0
N
N k- 07 "Ny
= OH 4
=
P
MW =123,11u MW =180,11u
i i NH o}
Kinurenina 2 NH, ©
0
H,N 0
2 = H,N
OH O/\/\ CH,
MW =208,21 u MW = 264,21 u

Redukcje polarnosci grupy hydroksylowej uzyskano poprzez substytucje tancucha alki-

lowego. Przelozylo si¢ to na znaczne wydluzenie czasu retencji estrow
w porownaniu Z wyjSciowymi metabolitami, co przedstawiono na Rys. 1-3.
PA
A PA-BUT
2,400 - l B
1 800 —
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Rys. 1. Chromatogram zarejestrowany dla kwasu pikolinowego (A) przed i (B) po reakcji estryfikacji.
W przypadku kwasu pikolinowego (PA) monitorowano jon m/z = 124, a dla jego pochodnej estrowej (PA-

BUT) — jon m/z = 181.
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KYN

KYN-BUT
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Rys. 2. Poréwnanie potozenia sygnatow kinureniny (A) przed (KYN, m/z = 209) i (B) po reakcji estryfikacji
(KYN-BUT, m/z = 265).
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Rys. 3. Porownanie potozenia sygnatow kwasu nikotynowego (A) przed (NA, m/z = 124) i (B) po reakcji

estryfikacji (NA-BUT, m/z = 181).

Whioski: Derywatyzacja metabolitow szlaku kinureninowego poprzez przylaczenie
reszty alkilowej pozwala na wydtuzenie czasu retencji (poprzez obnizenie polarnosci)
i daje szansg¢ na poprawe parametrow analitycznych metod LC-MS (poprawe odzyskow
na etapie oczyszczania probek biologicznych technika SPE, obnizenie efektu matryco-
wego, poprawe selektywnosci oznaczenia).

Badania zostaly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu
Preludium-21 (nr 2022/45/N/NZ5/01753
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ELEKTRODY BIZMUTOWE JAK CZUJNIKI
ELEKTROCHEMICZNE DO OZNACZANIA CYNY
W PROBKACH RZECZYWISTYCH

E. WLAZLOWSKA, M. GRABARCZYK, M. FIALEK, UMCS, Wydzial Chemii,
Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej, pl. Marii Cu-
rie—Sktodowskiej 3, 20—031 Lublin

Abstrakt: Oznaczanie cyny pozwala na monitorowanie zanieczyszczen i ocene wptywu
dziatalnosci cztowieka na $rodowisko. Ma to kluczowe znaczenie dla ochrony zdrowia
ludzkiego i ekosystemow oraz dla utrzymania zréwnowazonego rozwoju. Cyna moze
by¢ uwalniana do $rodowiska z réznych zrodet, takich jak przemyst, transport i odpady
elektroniczne. Zawarto§¢ cyny W $srodowisku mozna oznaczy¢ réznymi metodami,
w tym metodami woltamperometrii stripingowej z wykorzystaniem roéznych elektrod
pracujacych. Na podstawie przegladu literaturowego W niniejszej pracy zostaty przed-
stawiono granice wykrywalno$ci i zakresy liniowosci uzyskane dla oznaczania cyny
metodami woltamperometrycznymi z wykorzystaniem elektrod bizmutowych jako elek-
trod pracujacych. Podsumowano takze praktyczne zastosowania opracowanych metod
0znaczania cyny w analizie probek rzeczywistych.

Woprowadzenie: Cyna jest niezbednym pierwiastkiem $ladowym wystepujacym
w roslinach i zwierzetach, szeroko stosowanym przez cztowieka od poczatkéw epoki
brazu. Jest jednak metalem cigzkim, ktory moze kumulowaé si¢ w organizmie i mie¢
szkodliwy wptyw na zdrowie cztowieka, m.in.: obnizenie poziomu bilirubiny we krwi,
anoreksjg, obrzeki osrodkowego uktadu nerwowego. Jest szeroko stosowana
w przemysle spozywczym jako sktadnik opakowania konserw i napojow [1,2]. Naraze-
nie ogodtu populacji na cyne moze mie¢ podtoze dietetyczne, zwlaszcza poprzez spozycie
zywnosci przechowywanej W puszkach pokrytych cyng. Szybko$¢ rozpuszczania cyny
w puszkach zalezy od wielu czynnikow, z ktorych prawdopodobnie najwazniejszg role
odgrywa obecnos$¢ $rodkdéw utleniajacych, ktore powodujg korozje cyny. Azotany, naj-
czgsciej pochodzace z nawozow znajdujacych si¢ W sktadnikach zywnosci, sa najcze-
$ciej spotykanymi $rodkami utleniajacymi. Waznym aspektem sa rowniez warunki prze-
chowywania, zwlaszcza temperatura. Poddano badaniu pig¢ réznych puszek z zywnoscia
owocowa, ktore byly przechowywane w temperaturze 37°C i 1°C. Po 20 miesigcach
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zawarto$¢ cyny byla 12-krotnie wyzsza
w temperaturze 37°C niz w 1°C. Badania majace na celu okreslenie zawartosci cyny
w puszkach zawierajgcych sok grejpfrutowy, sok pomaranczowy, sos pomidorowy
i ananas wykazaly, Ze przy pierwszym otwarciu puszki zawieraty od 51 do 150 mg cyny
na kg zywnosci [3]. Zwiazki cynoorganiczne stosowane sa jako sktadniki katalizatorow,
stabilizatory tworzyw sztucznych, w produkcji srodkow ochrony ro$lin oraz jako $rodki
pomocnicze w przemysle papierniczym i tekstylnym. Gtéwnym Zrédiem pobrania cyny
przez cztowieka jest zywno$¢, szczegodlnie ta uprawiana na zanieczyszczonych terenach
przemystowych, gdzie stgzenie tego pierwiastka w wodzie ipowietrzu jest wysokie.
WHO okreslita maksymalny poziom tolerancji cyny w zywnosci na poziomie 250 pg g .
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Znaczace iloéci cyny nieorganicznej W wodzie pochodza z odpadéw przemystowych
oraz z metabolizmu zwigzkdéw cynoorganicznych przez mikroorganizmy [1,2]. Zaintere-
sowanie oznaczaniem cyny zwigzane jest Z jej szerokim zastosowaniem w réznych dzie-
dzinach. W literaturze opisano wiele metod oznaczania cyny. Do czgsto stosowanych
metod oznaczania cyny zalicza si¢ atomowg spektroskopi¢ absorpcyjna, spektrofotome-
tri¢, atomowa spektroskopi¢ emisyjna, spektrometri¢ mas sprz¢zong z plazma wzbudza-
ng indukcyjnie (ICP-MS), spektrometri¢ emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie induk-
cyjnie sprzgzonej (ICP—OES), spektrometri¢ fluorescencji rentgenowskiej, chromatogra-
fi¢ i chemiluminescencj¢. Na wyr6znienie zastuguja techniki ICP-MS i ICP-OES, ktore
pozwalaja na oznaczenie st¢zen cyny catkowitej jak i w analizie specjacyjnej cyny orga-
nicznej. Metody te sa drogie i nie pozwalaja jednak na selektywne oznaczanie jonow
Sn(ll) i Sn(IV) [2]. Metody elektrochemiczne moga stanowi¢ interesujaca alternatywe
dla innych metod oznaczania §ladow cyny. W metodach tych pomiar polega na kontro-
lowaniu wielkosci elektrycznych, takich jak potencjal, prad lub tadunek. Glowna zaleta
metod elektrochemicznych w poréwnaniu z innymi systemami detekcji jest to, ze osigga
si¢ wysoka czulo$é, szeroki zakres liniowosci przy niskich kosztach aparaturowych.
Wsrod metod elektrochemicznych mozemy wyrdzni¢ metody woltamperometrii stripin-
gowej, w ktorych zwiekszong czuto$¢ przypisuje sie etapowi wstepnego zat¢zania, pod-
czas ktorego oznaczony metal gromadzi si¢ na powierzchni elektrody pracujacej przed
etapem strippingu, w ktérym dochodzi do rejestracji sygnatu. Jako elektrody pracujace
w metodach elektrochemicznych czesto byly stosowane elektrody rteciowe, takie jak
wiszaca kroplowe elektrody rteciowa (HMDE) i filmowa elektroda rteciowa (MFE).
Jednakze toksyczno$¢ rteci zmniejsza atrakcyjno$é stosowania tych elektrod
i zainicjowata do skonstruowania elektrod na bazie materiatdw nietoksycznych. Aby
wyeliminowaé elektrody rteciowe wprowadzono miedzy innymi elektrody bizmutowe.
Analizujac dane literaturowe mozna stwierdzié, ze do oznaczania cyny zostaly wykorzy-
stane filmowe elektrody bizmutowe (BiFE) oraz stala mikroelektroda bizmutowa
(BiFuE). Zaletami elektrod bizmutowych jest ich wydajnos$¢, ktora jest pordwnywalna
z elektrodami rteciowymi, ale takze przy wykorzystaniu tych elektrod pomiar moze by¢
prowadzony z roztwordéw nieodtlenionych, co powoduje skrocenie czasu analizy [2-8].
W przypadku oznaczania cyny filmowe elektrody bizmutowe zostaty wykorzystane jako
elektrody pracujacej w metodzie anodowej woltamperometrii stripingowej (ASV).
W metodzie tej proces nagromadzania cyny na powierzchni elektrody pracujacej docho-
dzi, gdy cyna zostaje zredukowana do postaci metalicznej, a nastgpnie elektroda jest
polaryzowana w kierunku anodowym, dzigki czemu oznaczana cyna zostaje utleniona
i jest rejestrowany sygnat [4-8]. Gdy jako elektrode pracujaca wykorzystano stalg mi-
kroelektrode bizmutowa stosowang metoda byta adsorpcyjna woltamperometria stripin-
gowa (AdSV). W procesie zatezania dochodzito do adsorpcyjnego nagromadzania na
powierzchni elektrody pracujacej utworzonego kompleksu cyny z czynnikiem komplek-
sujacym [9].

Czes¢ eksperymentalna: Podtozem do uzyskanie filmowej elektrody bizmutowej (Bi-
FE) stosowana byla elektroda z wegla szklistego. Powierzchnia elektrody pracujace;j
przed rozpoczgciem wykonywania pomiarow byta odpowiednio przygotowywana po-
przez wypolerowanie jej z uzyciem pasty z tlenku glinu, przeptukanie woda destylowana
i umieszczenie w taznie ultradzwickowej. Tak wypolerowana elektroda byta gotowa do
nalozenia na nig filmu bizmutu in situ, czyli z roztworu, z ktérego byty prowadzone
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pomiary. Pomiary prowadzono w elektrolicie podstawowym, zawierajacym odpowiednie
stezenie Bi(Ill), dzigki ktéoremu byt utworzony film bizmutu na powierzchni elektrody.
Elektroda bizmutowa, ktora zostata wykorzystana do oznaczania cyny byta rowniez stata
mikroelektroda bizmutowa (BiFuE). Aby zwigkszy¢ czuto§¢ oznaczania cyny uzywajac
te elektrode tworzono na jej powierzchni film bizmutu. Byt on tworzony w ten sam spo-
sOb jak na elektrodzie z wegla szklistego. Procedury oznaczania cyny za pomoca elek-
trod bizmutowych byly optymalizowane pod katem doboru elektrolitu podstawowego
i jego stezenia, potencjatu i czasu nagromadzania, doboru czynnika kompleksujacego
jezeli byl stosowany. Waznym elementem byto zbadanie wptywu obecno$ci jonow ob-
cych oraz substancji organicznych, takich jak zwiazki powierzchniowo czynne i zwigzki
humusowe, na sygnal cyny. Wystepowanie tych substancji W probkach rzeczywistych
jest bardzo prawdopodobne.

Whyniki: Na podstawie danych literaturowych porownano uzyskane granice wykrywal-
nosci i zakresy liniowo$ci oznaczania cyny metodami woltamperometrii stripingowej
z wykorzystaniem jako elektrod pracujacych elektrody bizmutowe. Szczegdlng uwage
zwrbcono na zastosowanie opracowanych metod do oznaczania cyny w probkach rze-
czywistych. Dane te przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Poréwnanie woltamperometrycznych procedur oznaczania cyny przy uzyciu elektrod bizmutowych.
Procedury uszeregowano wedhug rosnacej granicy wykrywalnosci.

. Zakres lin- Granica
Metoda E::I;tlr.ogg Eleslgrvt\)l:)lt pod- iowosci | wykrywalnosci Cza[ss]n ag. Zastosowanie Lit.
pracua Wy [mol L1 [mol L1
CRM (SPS -WW1 woda
0,1 mol L™ 80x10°— odpadowa, SPS ~SW1
AdSV | BiFuE | bufor octanowy éO <107 2,1x107° 40  |woda powierzchniowa), | 9
(pH 4,6) ’ woda rzeczna, woda
deszczowa
0,1 mol L™* 84x10°—
ASV BiFE | bufor octanowy | . 7 22x107° 60 woda morska 4
(pH 4.,5) 8,4 %10
75 mmol L
. kwas szczawio- | 4,2 x 1078 - 8 sok owocowy z puszKi
ASV | BIFE wy, 75 umol L*| 2,1 x107° 1610 120 (ananas) 6
CTAB
0,1 mol L 50 %104
ASV BiFE | bufor octanowy | "2 " " o6 1,8x10°8 90 - 5
(pH 4,5) ’
0,1 mol L 17%107 -
ASV BIiFE bufor octanowy | 6 1,4 %107 90 biodiesel 7
(pH 4,5) 7,83 x 10
-1 -5
Asv | Birg | 25molL 1 20x10"- - 120 | sok owocowy z puszki | 8

bromek sodu | 2,0 x 107

Whioski: W tabeli 1 zostaty przedstawione metody woltamperometrii stripingowej do
oznaczania cyny, w ktorych wykorzystanymi elektrodami pracujacymi byly filmowe
elektrody bizmutowe oraz stata mikroelektroda bizmutowa. Wykazano, ze zastosowanie
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BiFE i BiFuE sg odpowiednimi elektrodami do analizy $§ladowych stezen cyny. Procedu-
ry te zostaly zoptymalizowane tak, aby byty co najmniej porownywalne, jesli nie lepsze,
W poréwnaniu z procedurami oznaczania cyny wykorzystujacymi elektrody rteciowe.
Najczesciej stosowanym elektrolitem podstawowym byt bufor octanowy o pH=4.6.
Uzyskane granice wykrywalno$ci do opracowanych procedur oznaczania cyny przy
wykorzystaniu elektrod bizmutowych sa zadawalajace. Roznice W wartosciach granic
wykrywalnosci mogg wynikaé ze sposobu przygotowania elektrody pracujacej, wyboru
elektrolitu podstawowego oraz zastosowaniu czynnika kompleksujacego. W przypadku
zastosowania metod ASV czas nagromadzania byt w zakresie od 60 do 120 s, natomiast
w metodzie AdSV wynosit on zaledwie 40 s, co §wiadczy iz procedury te charakteryzo-
waly sie krotkim czasem analizy. Przedstawione procedury W pracach [6,9] wykazaty, ze
opracowane metody wykazuja bardzo dobra selektywno$¢ cyny w stosunku do innych
jonow oraz substancji organicznych, bez wigkszych zaktocen sygnatu. Praktyczne zasto-
sowanie opracowanych metod oznaczania cyny wykazano w badaniach przeprowadzo-
nych na probkach zywnosci, probkach srodowiskowych i certyfikowanych materiatach
odniesienia. Wczesniejsze przygotowanie probki byto konieczne w przypadku oznacza-
nia cyny w probce biodeselu, ktora zostata poddana procesowi mineralizacji. Pozostate
metody nie wymagaly wstgpnego przygotowania probek rzeczywistych przed pomiarem,
dzieki czemu nie wydtuzat si¢ czas trwania analizy probek. Uzyskane wyniki oznaczania
cyny potwierdzaja mozliwo$¢ wykorzystania tych metod do analizy probek rzeczywi-
stych. W przypadku wykonywania analiz $rodowiskowych lepszym wyborem bylaby
stata mikroelektroda bizmutowa niz filmowa elektroda bizmutowa. BiFuE jest czujni-
kiem bardziej przyjaznym dla §rodowiska w poréwnaniu z BiFE, poniewaz do elektrolitu
pomocniczego nie dodaje si¢ jondéw bizmutu W celu utworzenia filmu bizmutu. Uzycie
tej elektrody jest zgodne z zatozeniami zielonej chemii, gdyz pozwala na redukcje odpa-
dow, unikanie toksycznych substancji oraz zachowanie naturalnych warunkéw pomiaru.
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IDENTYFIKACJA METABOLITOW PRZY UZYCIU
CHROMATOGRAFII GAZOWEJ SPRZEZONEJ
ZE SPEKTROMETRIA MAS

M. NESTERAK, A. SWATEK, I. KOMANIECKA, UMCS, Instytut Nauk Biologicz-
nych, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akade-
micka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Analizy metabolomiczne oparte na spektrometrii mas maja ogromny poten-
cjat analityczny. Pozwalajg na jednoczesne wykrywanie i oznaczanie ilosciowe wielu
tysiecy metabolitow. Jednak identyfikacja zwigzkow i precyzyjne oznaczanie ilo§ciowe
stanowig spore wyzwanie, ze wzgledu na zlozono$¢ chemiczng i dynamiczny zakres
metabolomu. Analiza ilosciowa wielu metabolitbw W mieszaninach jest dodatkowo
utrudniona przez czynniki takie jak supresja jonow, fragmentacja i obecnos$¢ izomerow.
Metabolomika oparta na chromatografii gazowej sprze¢zonej ze spektrometria mas
(GC-MS) jest doskonatym narzgdziem do identyfikacji i iloSciowego oznaczania meta-
bolitow drobnoczasteczkowych, o masie nie przekraczajacej 650 Da. Jest skuteczna
w identyfikacji zwiazkow, takich jak: cukry, aminokwasy, kwasy ttuszczowe, sterole,
kwasy organiczne, alkohole, hormony, katecholaminy, zwiazki aromatyczne, leki
i toksyny. Aby zwiekszy¢ lotno$¢ tych zwiazkow i utatwi¢ analiz¢ chromatograficzna,
czgsto stosuje sie ich chemiczng derywatyzacje. Identyfikacja otrzymanych zwigzkoéw
przebiega najczesciej W oparciu o zgromadzone biblioteki danych, ktore pozwalaja na
okreslenie prawdopodobienstwa prawidtowej identyfikacji danej pochodnej metabolitu.

Whprowadzenie: Metabolomika, jako dziedzina badawcza, jest nauka liczaca ponad
20 lat. Stanowi ona istotne narzedzie biologii systemowej, ktore znalazto zastosowanie
W badaniach nad roslinami, drobnoustrojami i ssakami, zarowno w aspektach podsta-
wowych, jak i stosowanych. Charakter metabolitow, ich réznorodno$¢ pod wzgledem
struktury chemicznej i dynamicznego zakresu liczebno$ci, nadal stanowi glowne wy-
zwanie W pelnym zrozumieniu metabolomu. Pomimo tych wyzwan, dokonano znacza-
cych postepow W zakresie ilosciowych analiz metabolitow, co dostarczylo istotnych
informacji na temat réznorodnych metabolitow obecnych we wszystkich domenach
drzewa zycia [1]. Szacuje sie, ze W catym drzewie zycia moze wystepowac ponad milion
r6znych metabolitow, z ktérych u jednego gatunku moze by¢ obecnych nawet od 1 000
do 40 000 r6znych zwigzkéw [2]. To potwierdza ogromng ztozono$¢ metabolomu oraz
potrzebe dalszych badan w tej dziedzinie. Dotychczas nawet najbardziej zaawansowane
metody nie sa W stanie precyzyjnie okresli¢ gornych limitow liczby metabolitow. Aktu-
alne mozliwosci wykrywania i oznaczania iloSciowego metabolitow sg do$¢ ograniczo-
ne. Obecnie, kombinacje r6znych metod umozliwiajg iloSciowe oznaczenie jedynie czg-
$ci metabolitow, obecnych w komorkach bakterii (u E. coli oznaczono ilosciowo 700
z2 3700 zidentyfikowanych metabolitdéw), drozdzy (oznaczono 500 z 2 680 metaboli-
tow), czlowieka (oznaczono ilosciowo 8 000 z 114 100 metabolitow) czy tez roslin
(oznaczono 14 000 z 400 000 przewidywanych metabolitdw) [3-6]. R6znorodnos¢ che-
miczna, szybkie zmiany w stezeniach metabolitow i szeroki zakres ich wystepowania,
sprawiaja, ze niemozliwe jest zastosowanie pojedynczej procedury analitycznej do po-
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miaru wszystkich metabolitow [7]. Dlatego konieczne jest stosowanie réznorodnych
technik ekstrakcji i metod analitycznych w celu uzyskania jak najbardziej kompletnego
obrazu metabolomu [8-13, 15]. Ustalenie skutecznych praktyk laboratoryjnych w tej
dziedzinie jest trudniejsze niz np. w przypadku techniki sekwencjonowania RNA [14-
16]. Konieczne jest wprowadzenie rygorystycznych standardéw normalizacji danych
metabolomicznych. Dodatkowe trudnosci w analizie i interpretacji otrzymanych wyni-
kow zwigzane sg z szerokim zakresem celéw zwigzanych z pomiarem metabolitow,
ktory obejmuje ukierunkowang analiz¢ metabolitow, ich profilowanie, analiz¢ w skali
metabolomicznej oraz techniki pobierania odciskow palcow metabolitow [17,18]. Tech-
nika GC-MS posiada specyficzne zalety, ktore sprawity, ze zostata okreslona jako "ztoty
standard™ w metabolomice [19]. Jonizacja elektronowa w GC-MS prowadzi do uzyska-
nia ztozonych i bogatych wzorow fragmentacji poszczegdlnych zwigzkow, co zwigksza
specyficznos¢ dopasowania widm masowych [20]. Dotychczas zarejestrowane widma
masowe zwigzkoéw i chromatograficzne parametry retencji gromadzone w publicznie
dostepnych bibliotekach widm masowych, np. NIST (Mass Spectral Library collection,
U.S. National Institute of Standards and Technology) [21]. Obecnie dostepna wersja tej
biblioteki (NIST14) zawiera widma GC-MS dla 242 477 unikalnych zwiazkow,
z ktorych okoto 30% posiada standaryzowane dane retencji, pozwalajace na zastosowa-
nie dwoch ortogonalnych parametrow (widmo masowe i wyznaczony indeks retencji)
podczas identyfikacji zwigzku [21]. Celem pracy bylo wykorzystanie chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-MS) do identyfikacji metabolitow polar-
nych pochodzacych z komorek bakterii (Pseudomonas sp.)

Cze$¢ eksperymentalna: Przeprowadzono analizy metabolitow polarnych obechych
w komorkach bakterii (Pseudomonas sp.) technikg GC-MS, wg procedury zapropono-
wanej przez Strelkova i wsp. [22]. W tym celu 18 h hodowlg, na standardowym podtozu,
odwirowano (10000 obr/min, 20°C, 30 min), a komérki przemyto 0,85% roztworem
NaCl. Mase bakteryjng poddano procedurze ekstrakcji metabolitow przy uzyciu 2,5 ml
goragcego metanolu, podgrzanego do 65°C. Po dodaniu do probki wzorca wewnetrznego
(mannitol) prowadzono ekstrakcje W tazni wodnej o temperaturze 65°C przez 15 min.
Nastepnie ekstrakt schtodzono do 25°C iodwirowano resztki komorek (5 tys. x g,
5 min). Zebrano supernatant i dodano do niego réwna objetos¢ wody i 1 ml chloroformu,
nastgpnie wytrzasano energicznie i odwirowano w celu odmycia zwigzkoéw lipofilnych.
Faze gorna, zawierajaca wyekstrahowane zwiazki polarne, wysuszono nad P,0s
i KOCH. Do suchej probki dodano 100 pl roztworu hydrochlorku metoksyaminy
w pirydynie (20 mg/ml) i inkubowano w 30°C przez 90 min. Nastgpnie probke poddano
silylacji przy uzyciu 150 pl MSTFA (N-metylo-N-trimetylosililo-trifluoroacetamid)
i inkubacje z odczynnikiem w 37°C przez 30 min [22]. Analize¢ GC-MS wykonano przy
uzyciu chromatografu gazowego 5890A sprzezonego ze spektrometrem mas MSD
5975C (inert XL EI/CI, Agilent Technologies). Chromatograf wyposazony byt
w kolumne kapilarng HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Gazem no$nym byt hel
(przeptyw 1 ml/min), iniekcja w trybie splitless (1 min/100 ml). Program temperaturo-
wy: 70°C przez 1 min, narost 1°C/min do 76°C, nastgpnie 6°C/min do 325°C, utrzymy-
wanej przez 10 min [22]. Otrzymane dane analizowano w oparciu o bibliotek¢ widm
NISTOS.
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Wyniki: Analizujac probke polarnych metabolitow otrzymanych z komoérek bakterii
Pseudomonas sp. stwierdzono obecno$¢ szeregu intensywnych sygnalow oraz duzej
liczby pikow chromatograficznych o niewielkiej intensywnos$ci (Rys. 1). Analiza widm
masowych poszczegodlnych zwigzkdéw pozwolita na identyfikacje metabolitow polarnych
pochodzacych z komoérek bakterii (Tabela 1). Piki chromatograficzne o niskich czasach
retencji pochodzity od zastosowanych odczynnikow (pirydyna Tg=9.27 min, metoksya-
mina Tg=11.61 min). Zanotowano m.in. obecno$¢ TMS-pochodnej kwasu bursztynowe-
go, aminokwasow (5-o0kso-L-proliny i lizyny), kwasu fosforowego oraz sacharozy. Po-
wyzsze metabolity bakteryjne zidentyfikowano przy zastosowaniu bazy NIST08
z prawdopodobienstwem na poziomie 38 — 98%.
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Rys. 1. Chromatogram (GC) metabolitow wyizolowanych z komorek bakterii (frakcja polarna), po derywaty-

zacji metoksyaming i MSTFA.

o

Tabela. 1. Metabolity niskoczasteczkowe obecne w ekstrakcie z komorek bakterii (Rys. 1), zidentyfikowane
na podstawie ich widm masowych przy zastosowaniu biblioteki NIST.08, z okreslonym prawdopodobien-
stwem poprawnej identyfikacji [%].

Tr [min.] Metabolit i prawdopodobieiistwo jego identyfikacji [%0]
12,54 3,4-dimetylo-1-pentametylodisililoksycykloheksan 47
16,14 silanol, trimetylofosforan 98
16,89 kwas bursztynowy, di-TMS ester 98
21,54 5-0kso-L-prolina, TMS ester 98
23,67 amina, N,N,N-tri-TMS ester 64
26,36 kwas fosforowy, 2,3-di-TMS ester 94
28,89 L-lizyna, N2,N6,N6 -tri-TMS ester 90
29,34 D-mannitol (wzorzec wewn.), heksakis-O-TMS ester 93
29,56 kwas 1-propeno-1,2,3-trikarboksylowy, tri-TMS ester 38
30,05 1-O-heksadecylo glicerol, di-TMS eter 42
38,10 a-D-glukopyranozylo-f-fruktofuranozyl, tetrakis-O-TMS ester (TMS-pochodna 91
sacharozy)

Whioski: Technika chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometria mas (GC-MS)
jest narzedziem bardzo uzytecznym, shluzacym do identyfikacji zwigzkéw bedacych
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metabolitami komérkowymi, ktore uprzednio zostaty wyekstrahowane z komoérek bakte-
rii i poddane chemicznej derywatyzacji. Porownanie parametrow retencji poszczegol-
nych zwiazkéw i ich widm masowych pozwala na wysoce prawdopodobng ich identyfi-
kacje przy zastosowaniu dostepnej biblioteki widm masowych NIST.

Praca powstala w ramach realizacji projektu OPUS finansowanego ze Srodkéw
Narodowego Centrum Nauki (nr projektu: 2020/37/B/NZ8/00855).
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NOWE ROZWIAZANIA W ELEKTRODACH
JONOSELEKTYWNYCH ZE STALYM KONTAKTEM -
POLIMERY PERINONOWE JAKO WARSTWA MEDIACYJNA

K. MORAWSKA', C. WARDAK®, M. WARDAK?, M. CZICHY?, P. JANASIK®,
'Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Analitycznej,
Pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin, ? Samodzielny Publiczny Zaktad Opieki
Zdrowotnej Ministerstwa Spraw Wewnetrznych i Administracji w Lublinie, ul. Grena-
dieréw 3, 20-331 Lublin, *Politechnika Slaska, Wydziat Chemiczny, Katedra Fizyko-
chemii i Technologii Polimer6éw, ul. ks. Marcina Strzody 9, 44-100 Gliwice

Abstrakt: Elektrody jonoselektywne ze statym kontaktem (SCISEs, ang. solid contact ion-
selective electrodes) to jedne z czesciej wykorzystywanych czujnikéw potencjometrycznych.
Od ponad 50 lat ich budowa jest udoskonalana w celu uzyskania coraz lepiej dziatajacych
sensorow. Wykorzystujac nowy polimer perinonowy W roli warstwy mediacyjnej opracowa-
no nowy rodzaj potasowych elektrod jonoselektywnych ze statym kontaktem. Warstwa po-
srednia polimeru perinonowego naniesiona zostata na powierzchnig elektrody z wegla szkli-
stego (GCE, ang. glassy carbon electrode) na drodze polimeryzacji potencjodynamicznej
z roztworu elektrolitu zawierajacego monomery polimeru B4. Nastepnie na odpowiednio
przygotowane podtoze nanoszono jonoczula membrang, ktora zapewniata SCISE selektyw-
noé¢ na jony potasu. W celu sprawdzenia jakosci przygotowanej elektrody przeprowadzono
szereg badan i wyznaczono parametry takie jak nachylenie charakterystyki, zakres liniowo-
$ci, granica wykrywalnosci, selektywnos¢, odwracalno$¢ i stabilno$¢ potencjatu, a takze
zbadano wptyw $rodowiska probki i warunkow pomiaru na potencjat elektrod.

Whprowadzenie: Prace nad rozwojem elektrod jonoselektywnych ze statym kontaktem
trwaja juz nieprzerwanie od lat 70. XX wieku — to wlasnie wtedy powstala pierwsza
SCISEs, ktora byta elektroda typu drutu powlekanego (CWE, ang. coated wire electro-
de). Mimo uproszczonej budowy i eliminacji mankamentéw zwigzanych z obecno$cia
roztworu wewnetrznego (obecny w klasycznych elektrodach jonoselektywnych (ISEs,
ang. ion-selective electrodes)) wciaz borykano sig¢ z problemami takimi jak niestabilnos$é¢
i staba odwracalnoé¢ potencjatu, ktore byly nastgpstwem niezbyt efektywnego przewod-
nictwa jonowo-elektronowego wynikajacego z braku elektrolitu wewnetrznego. Rozwig-
zaniem okazato si¢ wprowadzenie odpowiedniej warstwy mediacyjnej, zwanej réwniez
warstwg posrednig lub stalym kontaktem. Material pelniacy te¢ funkcje musi charaktery-
zowaé si¢ hydrofobowoscig, obojetnoscig oraz stabilnoscig chemiczng, ale przede
wszystkim powinien on wykazywa¢ bardzo dobre przewodnictwo jonowo-elektronowe.
Do dzisiaj opracowano bardzo liczne grupy materiatow statego kontaktu: nanomateriaty
weglowe, polimery przewodzace, nanoczastki metali oraz tlenkow metali, ciecze jonowe
oraz materiaty kompozytowe. Dos¢ liczng grupa sa polimery przewodzace. Spehniaja one
wszystkie wymagania, jakie powinien posiada¢ material warstwy mediacyjnej. Do tej
pory jako staty kontakt z sukcesem wykorzystano mi¢dzy innymi polianiling (PANI),
poli-3-oktylotiofen (POT), poli(3,4-etylenodioksytiofen) (PEDOT), atakze polipirol
(PPy) [1,2]. Nasz zespdt badawczy po raz pierwszy zastosowal w tej roli polimer perin-
onowy. Polimery te ze wzgledu na ich wlasciwosci zaliczane sa do polprzewodnikow
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organicznych iskfadajg siec z monomeréw bedacych pochodnymi naftalenu
i wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. Polimery perinonowe charakte-
ryzuja si¢ niskg przerwa energetyczna, stabilno$ciag zardwno termiczna, jak i elektryczna,
wysokg absorpcja $wiatta, bardzo dobrym przewodnictwem, a takze zaskakujaca elek-
troaktywnoscig. W sktad tych polimerow wchodza imidazole oraz grupy imidowe, dzigki
czemu zyskujg one jeszcze lepsza odpornos¢ na wysokie temperatury [3]. Polimer perin-
onowy B4 réwniez posiada wyzej wspomniane cechy, a ponadto wykazuje bardzo dobra
hydrofobowos¢, co jest szczegdlnie wazne w przypadku zastosowania go jako warstwy
mediacyjnej w SCISEs. Dzi¢ki temu zminimalizowane jest prawdopodobiefistwo utwo-
rzenia si¢ warstwy wodnej miedzy warstwa mediacyjng, a podtozem lub membrana, co
z kolei przektada si¢ na bardziej doktadne i wiarygodne wskazania elektrody.

Cze$é eksperymentalna: W celu przygotowania elektrod z wegla szklistego przed na-
niesieniem warstwy polimeru przewodzacego, powierzchnia wszystkich elektrod zostata
oczyszczone poprzez mechaniczne wypolerowanie na papierze Sciernym,
a nastepnie na filcu pokrytym zwilzonym tlenkiem glinu (Al,O3). Tak przygotowane
elektrody przeplukano woda destylowang, anastgpnie na kilka minut umieszczono
w tazni ultradzwigkowej W celu usunigcia pozostatosci Al,O3. Kolejnym krokiem byto
naniesienie na podioze elektrod warstwy posredniej polimeru B4. W tym celu sporza-
dzono 0,1 M roztwor heksafluorofosfanu tetrabutyloamoniowego w dichlorometanie,
W ktorym nastepnie rozpuszczono monomery polimeru B4 (schemat reakcji syntezy
monomeroéw przedstawiono na rysunku 1).
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Rys. 1. Schemat syntezy monomerow quqcych prekursorami polimeru B4, gdzie 1 — dibezwodnik-1,4,5,8-
naftalenotetrakarboksylowy; 2 — naftaleno-1,8-diamina; 3 — mieszanina monomeréw B4.

Roztwor poddano homogenizacji W tazni ultradzwigkowej, a nastgpnie umieszczono go
w naczynku elektrochemicznym i wprowadzono weczesniej oczyszczong elektrode
z wegla szklistego, drucik srebrny (elektroda odniesienia) oraz drucik platynowy (elek-
troda pomocnicza). Wszystkie elektrody zostaly uprzednio przemyte roztworem dichlo-
rometanu. W tym uktadzie przeprowadzono proces polimeryzacji potencjodynamicznej
metoda woltamperometrii cyklicznej w zakresie potencjatow dodatnich od 0 do +1,45 V,
ktory przebiegat dla 1 pary elektrod w 10 cyklach, dla 2 pary w 20 cyklach i dla 3 pary
w 30 cyklach. Drugim etapem generowania warstwy posredniej byt proces stabilizacji,
ktory zachodzit w roztworze elektrolitu i przebiegal w takich samych warunkach, i przy
takich samych parametrach jak proces polimeryzacji. Jedyng roznica bylo to, ze dla
kazdej elektrody stabilizacja przebiegata w 5 cyklach, a roztwoér nie zawierat monomeru
B4. Na tak przygotowane elektrody nakroplono nastepnie odpowiednig objeto$¢ koktajlu
membranowego (sktad w procentach wagowych: 64% z DOS, 32% PCV, 3% walinomy-
cyny oraz 1% KpTPBCI — odwazke 0,3g rozpuszczono w 3 ml tetrahydrofuranu). Czyn-
nos$¢ ta powtorzono jeszcze dwukrotnie, a elektrody pozostawiono do odparowania roz-
puszczalnika na 24 godziny. W rezultacie otrzymano cztery pary elektrod — GCE/K'-
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ISM (elektroda niemodyfikowana - kontrolna), GCE-B4-10c/K™-ISM (elektroda
z warstwa polimeru B4 naniesionego w 10 cyklach), GCE-B4-20c/K*-1ISM (elektroda
z warstwg polimeru B4 naniesionego w20 cyklach), GCE-B4-30c/K*-ISM (elektroda
z warstwg polimeru B4 naniesionego W 30 cyklach). Wszystkie SCISEs kondycjonowa-
no przez kilka dni w 1x10° M roztworze KNOs.

Wyniki: W celu wyznaczenia charakterystyki elektrod wykonano krzywe kalibracyjne
w zakresie stezen 1x10™7-1x10" M (zestawienie krzywych kalibracyjnych przedstawiono
na rysunku 2). Na podstawie odpowiedzi elektrod wyznaczono nachylenie charakterystyki
(S), zakres liniowosci oraz granice wykrywalnosci (LOD). Dane zebrano w tabeli 1.

450
400
350 LS

300

SEM [mV
N
8

GCE/K+-1SM —@— GCE-B4-10¢/K+-ISM

~@— GCE-B4-20c/K+-1SM —@— GCE-B4-30c/K+-15SM

Rys. 2. Zestawienie krzywych kalibracyjnych poszczegdlnych potasowych elektrod jonoselektywnych ze
statym kontaktem.

Tabela 1. Wybrane parametry SCISEs wyznaczone na podstawie odpowiedzi elektrod.

Wybrane parametry GCE/K*™-ISM | GCE-10c-B4/K*-ISM | GCE-20c-B4/K*-ISM |GCE-30c-B4/K*-ISM
Nachylenie [mV/dekadg] 51,55 55,23 54,92 54,89
Zakres liniowosci [M] 1x102-5x10° 1x10™"-5x10°® 1x10™"-5x10°® 1x10™"-5x10°®
Granica wykrywalno$ci [uM] 2,03 2,74 2,87 2,80
Bardzo waznym parametrem dla elektrod jonoselektywnych jest stabilnosé

1 odwracalno$¢ potencjatu. Stabilno$¢ definiowana jest przez dryft potencjatu, ktory
wyznacza si¢ jako iloraz réznicy potencjatu i roznicy czasu. Pomiar stabilno$ci prowa-
dzono przez 3 godziny wroztworze jonu glownego (KNO3) o stezeniu
1x10° M. Dryft potencjatu dla elektrod GCE/K*-ISM, GCE-10c-B4/K*-ISM,
GCE-20c-B4/K*-ISM,  GCE-30c-B4/K*-ISM  wynosit  odpowiednio ~ 27x10™,
5,4x10™, 6,7x10, 2,010 mV/s. Z kolei odwracalno$¢ potencjatu wyznaczono poprzez
naprzemienny pomiar potencjatu w roztworach KNO; o stezeniu 1x10° M oraz 1x10™
M. Na podstawie otrzymanych wynikow obliczono $rednig warto$¢ potencjatlu w danym
stezeniu i odchylenie standardowe, ktorych warto$ci umieszczono w tabeli 2.

Tabela 2. Srednie wartoci potencjatu oraz odchylenia standardowe dla wybranych stezen KNOs.

Stezenie roztworu N GCE-10c-B4/K'- | GCE-20c-B4/K™- | GCE-30c-B4/K'-
badanego GCE/K™-ISM ISM ISM ISM
1X10° M [mV] 436,0144,35 284,96£0,31 302,1741 31 280,0041 31
1X10% M [mV] 386,2424.97 233,9541,04 251,5042,80 229.9542.72
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W celu wyznaczenia Kjj, czyli potencjometrycznego wspolczynnika selektywnosci naj-
pierw przeprowadzono pomiary W roztworze zawierajagcym wyltacznie jon gtowny, aby
uzyskaé krzywa kalibracyjna dla jonéw potasu (K*). Nastepnie wykonano kalibracje
w roztworach jonéw interferujacych takich jak jony magnezu (Mg?"), jony wapnia
(Ca?"), jony sodu (Na"), jony litu (Li*). Uzyskane wartoéci logarytmicznego wspotczyn-
nika selektywnos$ci umieszczono w tabeli 3.

Tabela 3. Warto$ci potencjometrycznego wspotczynnika selektywnosci w postaci logarytmicznej wybranych
SCISEs.

(logKkm)
Jony GCE/K*-ISM | GCE-10¢-B4/K*-ISM | GCE-20c¢-B4/K*-1ISM |GCE-30c-B4/K*-ISM
Mg -3,54 -3,91 -3,90 -3,99
ca® -3,59 -4,60 -4,59 -4,32
Na* -3,66 -4,69 -4,71 -4,01
Li* -3,70 -5,15 -5,15 -4,29

Na drodze badan dowiedziono roéwniez, ze §wiatlo oraz obecnos¢ gazéw W probee (tlenu
i dwutlenku wegla) nie miata wptywu na potencjat elektrod. Ponadto SCISEs modyfi-
kowane perinonem nie wykazywaty wrazliwosci na zmiany potencjatu redox.

Whioski: Obecno$¢ polimeru perinonowego B4 miedzy membrang, a podtozem elektro-
dy wptyneta korzystnie na parametry potasowych elektrod jonoselektywnych ze statym
kontaktem. Najlepsze parametry posiadala GCE-10c-B4/K*-1SM, w ktérej polimer peri-
nonowy naniesiono w 10 cyklach. Polimer ten sprawdzit si¢ bardzo dobrze w roli war-
stwy mediacyjnej o czym $wiadczy migdzy innymi bardzo niski dryft potencjatu (okoto
5-krotnie mniejszy niz dla elektrody niemodyfikowanej), a takze poprawiona odwracal-
nos$¢ potencjatu (odchylenie standardowe elektrody najlepiej dziatajacej byto 15-krotnie
mniejsze w stosunku do odchylenia dla elektrody kontrolnej). Wszystkie elektrody mo-
dyfikowane mialy szerszy zakres liniowoSci, wyzsze nachylenie oraz nizsza granice
wykrywalno$ci, co $wiadczy o tym, ze polimer B4 jest §wietnym materiatem mediacyj-
nym. Dzieki warstwie posredniej SCISEs wykazywaty rowniez lepsza selektywno$é
w stosunku do wybranych jonow interferujacych.
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ANALIZA TERMOGRAWIMETRYCZNA MODYFIKOWANYCH
WYTLOKOW Z JABLEK

K. KORONKIEWICZ', M. JOKA-YILDIZ®, M. KALINOWSKA®,
G. SWIDERSKI', ‘'Politechnika Bialostocka, Wydzial Budownictwa i Nauk
0 Srodowisku, Katedra Chemii, Biologii i Biotechnologii, ul. Wiejska 45E, 15-351 Bia-
tystok; “Politechnika Biatostocka, Wydziat Budownictwa i Nauk o Srodowisku, Katedra
Inzynierii Rolno-Spozywczej i Ksztattowania Srodowiska, ul. Wiejska 45E, 15-351
Bialystok

Abstrakt: Celem pracy bylo zbadanie i analiza wtasciwosci termicznych zaproponowa-
nego adsorbentu, jakimi byly wytloki z jablek przed ipo chemicznej modyfikacji na
drodze syntezy hydrotermalnej hydroksyapatytu. Skuteczno$¢ przeprowadzonej syntezy
potwierdzono technika FT-IR, a wlasciwosci termiczne scharakteryzowano za pomoca
termograwimetru (TG) z wyznaczeniem pochodnej (DTG). Zsyntezowany hydroksyapa-
tyt (HAAP) charakteryzowat si¢ znacznie wigksza stabilnoécig termiczng W poréwnaniu
do wytlokéw z jabtek (AP) w badanym zakresie temperatur.

Woprowadzenie: Zanieczyszczenie jonami metali cigzkich jest istotnym zagrozeniem
srodowisk wodnych. Synteza hybrydowych adsorbentéw kompozytowych z mineratow
nieorganicznych i odpadow rolniczych jest aktualnie popularna ze wzglgdu na ich nizszy
koszt w poréwnaniu do konwencjonalnych adsorbentow. Poza tym, wytwarzanie tego
typu materialow gwarantuje maksymalne wykorzystanie zasobow, przyczyniajac si¢ do
ochrony $rodowiska. Nalezy jednak wzigé¢ pod uwage m.in. koszty eksploatacji, trans-
portu i mielenia. Ogolnie, odpady rolnicze majg niska gestos¢ objetosciows, co znacznie
podnosi koszty ich transportu.

Dlatego pozadane jest wykorzystanie odpadéow wytworzonych W otoczeniu obszaréw
problemowych. W r6znych pracach zaprezentowano skutecznos$é stosowania biomasy
modyfikowanej chemicznie do oczyszczania wod i sciekow [2, 3]. Jeden z obiecujgcych
przyktadéw to hydroksyapatyt zsyntezowany z wykorzystaniem biomasy. Wiaczenie
biomasy do procesu syntezy zapobiega taczeniu si¢ nano/mikroczastek hydroksyapatytu
w wigksze aglomeraty, ktore powoduja zmniejszanie efektywnosci adsorpcji zanieczysz-
czen. W celu uzyskania takiego kompozytu stosowano wiele metod, w tym syntezg sol-
gel, wytracanie chemiczne i proces hydrotermalny [4]. W$rdd nich procesy hydrotermal-
ne okazaly si¢ najskuteczniejsze do syntezy produktu o wysokiej wydajnosci
i powtarzalno$ci. Analiza termiczna moze dostarczy¢ przydatnych informacji zwigza-
nych z jakoscia wytlokow jabtkowych iproduktow ich modyfikacji, ich stabilnoscia
W temperaturach przechowywania, zmianach zachodzacych podczas dalszego przetwa-
rzania w podwyzszonych temperaturach itp. Analiza termograwimetryczna (TGA) jest
uzytecznym narzedziem i jest szeroko stosowana do charakteryzowania rozktadu ter-
micznego (ilo$¢ i szybko$¢ utraty masy), stabilno$ci termicznej izmian wiasciwosci
materiatdw w czasie [5]. Celem niniejszej pracy byta analiza stabilno$ci termicznej wy-
ttokow z jabtek oraz hydroksyapatytu zsyntezowanego na ich powierzchni.
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Czes$¢ eksperymentalna: Surowcem wykorzystanym do analizy termograwimetrycznej
byly mikronizowane wytloki Zzjablek odmiany Gold Milenium, pozyskane
z gospodarstwa sadowniczo-szkotkarskiego Sajsad (Kuriany). Synteza hydroksyapatytu
(Ca10(PO4)s(OH),) na ich powierzchni zostata wykonana technika hydrotermalng, na
podstawie pracy Scheverin iinnych [4]. W pierwszym etapie, w celu potwierdzenia jej
skuteczno$ci wykonano widma FT-IR za pomoca spektrofotometru Cary 630 firmy
Agilent, w zakresie dtugosci fali 400-4000 cm™. Widmo zmodyfikowanych wytlokow
Z jabtek poréwnano z widmem handlowego hydroksyapatytu (Sigma-Aldrich). W celu
uzyskania krzywych termograwimetrycznych (TG i DTG), wykorzystano termowage TG
209 F1 Libra firmy Netzsch. W ceramicznych tyglach odwazano 10+0,1g probek, na-
stepnie byly one ogrzewane do temperatury 800°C z szybkoscig 10°C/min, w atmosferze
azotu (15 mL/min).

Whyniki: Na rysunku 1. przedstawiono krzywe TG i DTG badanych materiatow (AP —
wytloki z jabtek, HAAP — hydroksyapatyt zsyntezowany na powierzchni wyttokow).
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Rys. 1. Krzywe TG i DTG wytlokéw z jabtek (AP) oraz hydroksyapatytu zsyntezowanego na ich powierzchni
(HAAP).

Zaobserwowano istotne réznice migdzy zarejestrowanymi krzywymi. Rozktad AP moze
by¢ podzielony na 4 etapy. W pierwszym etapie (utrata masy 2%) od temperatury 30°C
do 110°C zaszto odparowanie zaadsorbowanej wody i lekkich substancji lotnych. Drugi
i trzeci etap (utrata masy odpowiednio 25 i46,5%), w zakresie temperatur od 105 do
okoto 500°C (gtowny obszar degradacji AP), sa spowodowane rozkltadem zwiazkow
organicznych. Czwarty etap (utrata masy ok. 3%), od ok. 500 do 800°C, odpowiada
najprawdopodobniej rozktadowi substancji powstatych przez polimeryzacj¢ produktow
degradacji wytworzonych we wczesniejszych etapach. Pozostalos¢ AP w temperaturze
okoto 800°C w atmosferze azotu wynosita zatem 25,28% masy poczatkowej [5]. Piki na
krzywej DTG odpowiadaty glownym obszarom degradacji AP. Pierwszy, szeroki pik
0 matej intensywnosci przy 70°C byt spowodowany dehydratacja biomasy. Kolejny,
intensywny i do$¢ szeroki pik, o maksymalnej wartoSci po osiggnigciu temperatury

218



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

207°C, byt konsekwencja degradacji gléwnie prostych weglowodanéw (prawdopodobnie
w kolejnosci: fruktozy, glukozy i sacharozy) [5]. Trzeci, ostry i waski pik o maksimum
w temperaturze 335°C jest charakterystyczny dla rozktadu substancji lignocelulozowych
(hemiceluozy, celulozy i ligniny). Z danych literaturowych wynika, Ze lignina ulega
ciggltemu rozktadowi w zakresie temperatur 160-900°C [6]. W strefie naktadania si¢
dwoch opisanych pikow, w zakresie temperatur okoto 260-280°C zaobserwowano do-
datkowy sygnat o mniejszej intensywnosci, ktory odpowiadat prawdopodobnie degrada-
cji makroczastek takich jak pektyny ibialka. Poniewaz te skladniki sa obecne
W znacznie mniejszych ilosciach w wyttokach jabtkowych, szczyty ich degradacji moga
nie by¢ dobrze oddzielone i moge pokrywac si¢ z pikami pochodzacymi od prostych
weglowodandw i sktadnikow lignocelulozowych, bedacych glownymi sktadnikami wy-
korzystanej biomasy [5]. Po modyfikacji AP, na widmie HAAP zauwazono zanik nie-
ktorych pasm (3414, 3237, 1739, 1617, 1239, 622, 481 cm'l), zmniejszenie intensywno-
$ci pasm ( 29274, 1383 cm™) , a takze pojawienie si¢ pikow W regionie charakterystycz-
nym dla fosforanéw (PO,>), przy liczbach falowych 1095, 1034, 663, 603 i 564 cm™,
bedacych skutkiem drgan rozciagajacych i zginajacych od grup PO,>, HPO,Z.

ol 9o 9o <9 9 B
v o N| ® © o

Transmittance

o
~

T T T T T
4000 3000 2000 1000
Wavenumber (cm-1)

o
o
o

o
@®
=]

o
3
a

Transmittance
(=}
~
(=}

o
o
a

g
1 X
1 &
{1 >
| ©

-
4000 3000 2000 1000
Wavenumber (cm-1)

Rys. 2. Widma FTIR wyttokow z jablek (AP) oraz hydroksyapatytu zsyntezowanego na ich powierzchni
(HAAP).

Scharakteryzowane intensywne piki przy 1034, 603 i 564 cm™ potwierdzily udang im-
pregnacje hydroksyapatytu na powierzchni AP [2], najprawdopodobniej na drodze utwo-
rzenia wigzan koordynacyjnych mig¢dzy biomasg a czasteczkami hydroksyapatytu. W
przypadku probki HAAP, stopien utraty masy W stosunku do masy poczatkowej
w badanym zakresie temperatur byl zdecydowanie mniejszy, niz w przypadku AP
i wynosit ok. 9%. Prawdopodobnie byto to spowodowane obrobka wyttokow jabtko-
wych na potrzeby syntezy hydroksyapatytu — obrdbka obejmowata w pierwszym etapie
dziatanie ultradzwi¢kow, a nastepnie ogrzewanie w 160°C w reaktorze hydrotermalnym,
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w uktadzie zamknietym zapewniajacym ci$nienie wyzsze od atmosferycznego. Po tych
procesach sktadniki wyttokow ulegty degradacji, zatem koncowy produkt, ktorego sku-
teczno$¢ syntezy potwierdzita analiza FT-IR, (rys. 2) stanowily substancje nieorganicz-
ne. Na krzywej DTG produktu syntezy zaobserwowano niewielki sygnat przy temperatu-
rze ok. 87°C, po ktorym nastapita utrata ok. 1% masy, na skutek desorpcji czasteczek
wody. Drugi pik o wigkszej intensywnosci wystapil przy 369°C, poprzedzajac ubytek
masy ok. 7% i byt spowodowany procesami odgazowania pozostatosci lotnych substan-
cji organicznych, pochodzacych od biomasy [7].

Whioski: Kompozyt HAAP zostal w powodzeniem zsyntezowany za pomoca techniki
hydrotermalnej, wspomaganej obrobka ultradzwickowa. Przygotowany adsorbent wyka-
zuje szereg zalet, takich jak prosta i wydajna droga syntezy, a takze fakt wykorzystania
taniego i szeroko dostepnego materiatu. Zgodnie z analiza TG/DTG, analizowane probki
wytlokéw z jabtek i modyfikowanych na drodze syntezy hydroksyapatytu wyttokow
z jabtek wykazaty odmienne zachowania termiczne. Podczas gdy biomasa (AP) ulegta
degradacji w wigkszosci swojej masy (ok. 75%), probka HAAP, skladajaca sig¢
w zdecydowanej wigkszosci z substancji nieorganicznych, ulegta rozpadowi jedynie
W 9%. Na tej podstawie stwierdzono, ze warunki hydrotermalnej syntezy HAAP znacza-
co wplynely na zmniejszenie utraty masy i przemiany fazowe produktu podczas obrobki
cieplnej. Warto doda¢, ze wyttoki z jabtek sg odpadem rolno-spozywczym o zerowym
lub bardzo niskim koszcie, stad wytwarzanie i stosowanie jego kompozytéw jako adsor-
bentéw moze znacznie obnizy¢ koszty usuwania zanieczyszczen wody i §ciekow.

Badania zostaly zrealizowane w ramach projektu nr 2023/49/N/NZ9/02845, finan-
sowanego przez Narodowe Centrum Nauki w Katedrze Chemii, Biologii
i Biotechnologii Politechniki Bialostockiej.
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WOLTAMPEROMETRYCZNE PROCEDURY OZNACZANIA
KURKUMINY

A. KELLER, K. TYSZCZUK-ROTKO, D. GORYLEWSKI, K. STANIEC, UMCS,
Wydziat Chemii, Katedra Chemii Analitycznej, P1. Marii Sklodowskiej-Curie 2, 20-031
Lublin

Abstrakt: Niniejsza praca przedstawia zbior informacji na temat popularnego zwigzku
uzywanego W zywnosci jako antyoksydant — kurkuminy, oraz jej zachowanie
Z chemicznego punktu widzenia. Zostaty rowniez zebrane i poréwnane woltamperome-
tryczne procedury oznaczania kurkuminy w probkach réznego typu. Dzieki uzyciu wol-
tamperometrii stripingowej oraz réznego rodzaju elektrod opracowano wysoce selek-
tywne oraz czule metody ilo§ciowego oznaczania tej substanciji.

Woprowadzenie: Kurkumina, czyli ((E,E)-1,7-bis(4-Hydroksy-3-metoksyfenylo)-1,6-
heptadien-3,5-dion, CCM) to jeden z przedstawicieli polifenoli naturalnie wystepujacych
W przyrodzie (Rys. 1). Znana jest ze swoich wlasciwosci przeciwutleniajacych (hamuje
tworzenie si¢ wolnych rodnikéw we krwi oraz tkankach), przeciwnowotworowych oraz
zwalczajacych drobnoustroje. Otrzymywana jest z korzeni ro$liny Curcuma Longa [1-3].
Jej zawarto$¢ w ro§linach, w duzej mierze zalezy od warunkéw uprawy oraz rodzaju
gleby (w korzeniu ok. 3-5%) [5]. Znalazta swoje zastosowanie m. in. w medycynie
w leczeniu schorzen takich jak Alzheimer, stwardnienie rozsiane czy demencji [2]. Ze
wzgledu na swoje pomaranczowo-zolte zabarwienie W roztworach uzywana jest jako
barwnik [5]. Ponadto uwazana jest za substancj¢ bezpieczng, nietoksyczna, nie wykazu-
jaca dziatania mutagennego. Uzywanie jej W dawkach powyzej 12g dziennie (51,2ng/ml
w ludzkiej surowicy [5]), moze powodowac¢ biegunki, nudnosci oraz bole brzucha [1,4].
Pod wzgledem chemicznych CCM jest symetryczng czasteczka zbudowang z dwoch
ugrupowan feruloilowych potaczonych grupa metylenows. W sktad czasteczki wchodza
takze dwie grupy karbonylowe (a,B-nienasycony keton), ktére odpowiedzialne sg za
wystepowanie form tautomerycznych w roztworze CCM, w zalezno$ci od pH. W $ro-
dowisku kwasnym i obojetnym kurkumina znajduje sie w formie ketonowej. W $rodowi-
sku zasadowym oraz innych rozpuszczalnikach takich jak etanol czy inne niepolarne
rozpuszczalniki organiczne, znajduje si¢ W formie enolowej. Forma ta przewaza rowniez
w fazie statej CCM, ze wzglgdu na obecnos¢ wigzan wodorowych. W wodzie kurkumina
ulega trojstopniowej dysocjacji kwasowej (pKqy= 7,43-8,55 — dysocjacja grupy enolo-
wej; pKg= 8,55-10,45; pK,s= 9,05-10,95 — druga i trzecia stata zwigzana z dysocjacja
grup fenolowych). W zwiazku z aktywnos$cia biologiczng tej substancji, tak waznym jest
aby zostata opracowana szybka, selektywna oraz czuta metoda oznaczania iloSciowego
kurkuminy. W metodach woltamperometrycznych wykorzystuje si¢ rézne elektrody, np.
z wegla szklistego (GCE), zlote, sitodrukowane, mikroelektrody, rteciowe zaréwno
blonkowe jak i w trybie wiszacej kropli (HMDE). Szczegblnym zainteresowaniem cie-
szg si¢ elektrody sitodrukowane (SPEs). Otrzymuje si¢ je poprzez naniesienie na nos$nik
(np. ptytka ceramiczng) technikg sitodruku, trzech elektrod — pracujacej, pseudo-
odniesienia i pomocniczej. SPEs cechujg si¢ niskim kosztem produkcji, miniaturyzacja,
co pozwala na uzycie ich w warunkach polowych. Ponadto mozna je fatwo modyfiko-
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waé, np. za pomocg elektrochemicznej aktywacji czy osadzania réznego rodzaju sub-
stancjami. W ten sposob na powierzchni elektrody mozna osadzi¢ metale, np. otow,
bizmut, ale mozna uzy¢ takze zwiazki powierzchniowo czynne (surfaktanty) takie jak
dodecylosiarczan sodu (SDS), Triton X-100 czy bromek heksadecylotrimetyloamonio-
wy. Tusz stosowany przy produkcji SPEs zawiera organiczne spoiwo, ktore nie przewo-
dzi pradu elektrycznego przez co spowalnia reakcje redoks zachodzace na powierzchni
elektrody. Dzigki elektrochemicznej aktywacji zwigksza si¢ powierzchnia aktywna elek-
trody poprzez usuniecie z jej powierzchni spoiwa i funkcjonalizacje¢, co skutkuje zwick-
szeniem sygnalu analitycznego (zwigkszenie czutoéci metody) [6].

Kurkumina C21H2006

Forma ketonowa Forma enolowa
o] o] CH pKa
)k/\@OCHJ OH-/EtOH H3DOOCHJ
e e
OH [Ho OH
pKaz pKas

Rys. 1. Wzor strukturalny kurkuminy.

Cze$¢ eksperymentalna: Pomiary elektrochemiczne prowadzono z wykorzystaniem
analizatora elektrochemicznego pAutolab pod kontrola oprogramowania GPES 4.9 (po-
miary woltamperometryczne) i FRA (pomiary impedancyjne) w klasycznym naczynku
elektrochemicznym o pojemnosci 10 mL. W pomiarach wykorzystano dostgpne
w handlu sitodrukowane czujniki weglowe (Metrohm DropSens), ktorych powierzchnie
elektrody pracujgcej aktywowano elektrochemicznie z wykorzystaniem woltamperome-
trii cyklicznej 0,1 mol/L roztworze zasady sodowej [3].

Wyniki: W literaturze mozna odnalez¢ przyktady woltamperometrycznych oznaczeh
kurkuminy w probkach o roznej matrycy [3,7-12]. Wszystkie z nich cechowaty si¢ ni-
skim pH roztworu badanego, ze wzglgdu na czuto$¢ pomiaréw, ktora jest zwigzana ze
stabilno$cia CCM (w niskim pH czasteczki CCM sg stabilne, za§ w wysokim ulegaja
hydrolizie) [5]. Wsrdd zastosowanych elektrod pracujacych mozemy wyrdzni¢ niemody-
fikowana i modyfikowana elektrode z wegla szklistego [8, 12], modyfikowane elektrody
grafitowe [10, 11], modyfikowane pastowe elektrody weglowe [7] i aktywowana elek-
trochemicznie sitodrukowang elektrode diamentowa domieszkowang borem [3]. Porow-
nanie wynikdw oznaczen na przedstawionych powyzej elektrodach pokazano w tabeli 1.
Jak mozna zauwazy¢, najnizsza granice wykrywalnosci uzyskano przy uzyciu aSPBDDE
[3]. Badania na aSPBDDE pozwolily na opracowanie wysoce selektywnej i czutej
procedury ilosciowego oznaczania CCM W prébkach zywnosci. Ponadto, dzigki pomia-
rom z wykorzystaniem elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS) i mikro-
skopowemu obrazowaniu powierzchni dowiedziono zmiany w morfologii oraz oporze
wilasciwym elektrody po elektrochemicznej aktywacji.
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Tabela 1. Zestawienie woltamperometrycznych procedur oznaczania kurkuminy.

Elektroda [przypis] Technika LOD [nmol/l] Analizowane probki
GCE [8] cv 41,0 Ludzki mocz
GE/PdNps/Poly(Pr) [9] SWV 22,0 Ekstrakt z przyprawy
MWCNT-BPPG [10] AdSV 450,0 Ekstrakt z przyprawy
CPE/RGO [11] DPV 3183,0 Surowica z ludzkiej krwi
GCE/Az-rGO@CNTs [12] SWv 30 Ptyny ustrojowe
i farmaceutyki
CPE/DYNW [7] SWV 0,5 Ludzkie osocze
CPE/MWCNT [7] SWV 5,0 Ludzkie osocze
aSPBDDE [3] DPAdSV 0,0005 Wyciag z herbaty, ekstrakt
z przyprawy, szot odporno-
sciowy

GCE - elektroda z wegla szklistego; GE/PdNps/Poly(Pr) — elektroda grafitowa pokryta folia polipirolinowa oraz nano-
czastkami palladu; MWCNT-BPPG - Elektroda z grafitu pirolitycznego o ptaszczyznie podstawowej modyfikowana
kwasem 4-[10,15,20-tris(4-sulfofenylo)-21,22-dihydroporfiryno-5-ylo]benzenosulfonowym zaadsorbowanym na wielo-
$ciennych nanorurkach weglowych; CPE/RGO - Elektroda z pasta weglowa modyfikowana zredukowanym tlenkiem
grafenu; GCE/Az-rGO@CNTSs — elektroda z wegla szklistego modyfikowana azobenzenem zredukowanym tlenkiem
grafenu w wielo$ciennych nanorurkach weglowych; CPE/DyNW — Pastowa elektroda weglowa modyfikowana nano-
czastkami dysprozu; CPE/MWCNT - Pastowa elektroda weglowa modyfikowana wielo$ciennymi nanorurkami weglo-
wymi; aSPBDDE — aktywowana sitodrukowana elektroda diamentowa domieszkowana borem; CV — woltamperometria
cykliczna; SWV — woltamperometria fali prostokatnej; DPV — impulsowo-réznicowa woltamperometria; DPAdSV —
impulsowo-réznicowa adsorpcyjna woltamperometria stripingowa.

Whioski: Opisane w literaturze [3,7-12] procedury woltamperometryczne znalazty za-
stosowanie do oznaczania kurkuminy w preparatach farmaceutycznych, ptynach ustro-
jowych iprobkach zywno$ci. Najnizszg granice wykrywalno$ci uzyskano przy uzyciu
aktywowanej elektrochemicznie sitodrukowanej elektrody diamentowej domieszkowa-
nej borem (aSPBDDE) [3]. Podsumowujagc mozna stwierdzi¢, ze woltamperometria
stripingowa (DPAdSV, impulsowo-réznicowa adsorpcyjna woltamperometria stripingo-
wa) pozwala na szybka oraz wysoce czulg analize iloSciowa zwigzkow elektroaktyw-
nych (takich jak kurkumina) nie wymagajacej skomplikowanej aparatury oraz odczynni-
koéw chemicznych.
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WYKORZYSTANIE CZUJINIKA NA BAZIE
MEZOPOROWATYCH WEGLI AKTYWNYCH
IMPREGNOWANYCH DIKLOFENAKIEM
W WOLTAMPEROMETRYCZNEJ ANALIZIE ZWIAZKU
ARSENOORGANICZNEGO ROKSARSONU

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

Abstrakt: Od wielu lat widocznym trendem w szeroko pojetej analityce chemicznej jest
pobijanie kolejnych rekordow w opracowywaniu procedur, pozwalajacych osiagac naj-
lepsze parametry analityczne. Jednym z przyjetych kryteriow, zwlaszcza w analizie
zwigzkow wysokotoksycznych takich jak roksarson jest najczesciej granica wykrywal-
nosci (ang. limit of detection; LOD). Mozliwo$¢ wykrycia bardzo niskich stgzen szko-
dliwych substancji jest kluczowa zwtaszcza W kontroli zywnosci trafiajacej do sprzeda-
zy, atakze wody pitnej. W literaturze opisano szereg elektrochemicznych procedur
oznaczania roksarsonu w prébkach o roznej matrycy. Niemniej jednak procedura wyko-
rzystujaca czujnik na bazie elektrody z wegla szklistego modyfikowanej mezoporowa-
tym weglem aktywnym impregnowanym diklofenakiem oraz bromkiem cetylotrimetylo-
amoniowym charakteryzuje si¢ najnizszym LOD rzedu 10™ mol L™ i z powodzeniem
zostata zastosowana do oznaczania roksarsonu we wzbogaconych probkach oczyszczo-
nych $ciekow i wody rzecznej.

Wprowadzenie: Kwas 3-nitro-4-hydroksyfenyloarsenowy, znany jako roksarson (ang.
roxarsone; ROX) (Rys. 1), od wielu lat byt stosowany w weterynarii jako lek przeciwko
kokcydiozie — chorobie pasozytniczej drobiu oraz czerwonce. Stosowano go roéwniez
jako dodatek paszowy wspomagajacy wzrost drobiu i trzody chlewnej. Wykazano, ze
wieksza cze$¢ roksarsonu spozywana przez dréb jest wydalana w postaci niezmienionej,
jednak niewielkie ilo$ci tego leku gromadza si¢ w ich organizmach. W odchodach zwie-
rzecych arsen zawarty w roksarsonie przeksztalca si¢ W toksyczne zwiazki nieorganiczne
As(I11) i As(V), tym samym przyczyniajac si¢ do skazenia srodowiska naturalnego, co
moze stanowi¢ bezposrednie zagrozenie dla cztowieka. Z tego powodu stosowanie tego
zwiazku do produkcji pasz dla drobiu i trzody chlewnej zostalo zakazane w UE (1999)
i Chinach (2019), jak roéwniez zaprzestano jego stosowania W USA (2011) [1,2]. Nieste-
ty, w wielu czgéciach $wiata, m.in. w niektorych czgéciach Azji i Ameryce Potudniowe;j,
a takze w Kanadzie nie zrezygnowano ze stosowania dodatkéw ROX w produkcji pasz
dla zwierzat. Warty wspomnienia jest fakt, ze wiele artykutow spozywczych sprowadza-
nych jest z zagranicy. Z tego powodu potencjalne ryzyko kontaktu z roksarsonem jest
realne rowniez w przypadku osob, ktore nie mieszkaja w regionach, w ktorych nadal
stosuje si¢ ROX. Ztego powodu konieczno$cig staje si¢ opracowanie czutych metod
wykrywania oraz oznaczania §ladowych ilosci tego zwiazku [1,2].
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Rys. 1. Wz6r strukturalny roksarsonu [1].
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Na przestrzeni wielu lat zostato opracowane wiele procedur oznaczania roksarsonu przy
pomocy metod chromatograficznych [3,4], ktore charakteryzuja sie zwykle dtugim cza-
sem trwania analizy oraz czasochtonnym i kosztownym etapem przygotowania probki
przed pomiarem. Woltamperometria nalezaca do grupy metod elektrochemicznych jest
technikg analityczna, ktéra cechuje si¢ znacznie wyzsza czutoscig wzgledem metod
chromatograficznych, umozliwiajac uzyskanie bardzo niskich granic wykrywalnosci
(ang. limit of detection; LOD) oraz oznaczalno$ci (ang. limit of quantification; LOQ)
w analizie bezposredniej. Oznacza to, ze zwykle nie jest wymagany skomplikowany etap
przygotowania probki, ktory ewentualnie ogranicza si¢ do przefiltrowania probki przez
filtr strzykawkowy o odpowiedniej $rednicy porow. Dodatkowo czas trwania jednego
pomiaru jest bardzo krotki. Dzieki temu w tym samym czasie mozliwe jest uzyskanie
wigkszej liczby wynikéw wzgledem pomiar6w wykonanych na chromatografie. Dzigki
wickszej puli uzyskanych danych poprawieniu ulega stosunek sygnatu do szumu
oraz precyzja w okre$laniu zawarto$ci analitu W badanej probce [1]. Podstawowym spo-
sobem umozliwiajgcym poprawienie parametréw analitycznych opisanych w literaturze,
woltamperometrycznych procedur oznaczania réznych depolaryzatorow jest modyfika-
cja elektrod stalych przy pomocy materialow weglowych. Tego typu modyfikatory jak
np. uporzadkowane mezoporowate wegle aktywne, cechuja si¢ wieloma zaletami. Posia-
daja duza powierzchni¢ aktywna, sa stabilne mechaniczne, termicznie oraz chemicznie
jak réwniez wykazuja bardzo dobre przewodnictwo elektryczne. Dodatkowo materialy
weglowe W dos¢ prosty sposéb mozna dodatkowo zmodyfikowaé poprzez wprowadze-
nie atomoéw azotu, fosforu, siarki, tlenu czy boru do ich struktury. Cechy te sprawiaja, ze
po naniesieniu takiego modyfikatora na powierzchni¢ elektrody statej zwigkszeniu ulega
ilo§¢ miejsc aktywnych elektrochemicznie na powierzchni elektrody jak réwniez przy-
$pieszeniu ulega transfer elektronow W zachodzgcej reakcji elektrodowej, co bezposred-
nio przektada si¢ na spadek oporu elektrody pozwalajac uzyska¢ wyzsza czutos¢ ozna-
czen [1].

Cze$¢ eksperymentalna: Pomiary elektrochemiczne prowadzono z wykorzystaniem
analizatora elektrochemicznego pAutolab pod kontrola oprogramowania GPES 4.9 (po-
miary woltamperometryczne) w klasycznym naczynku elektrochemicznym o pojemnosci
10 mL. Poszczegodlne etapy optymalizacji opracowanej procedury oznaczania ROX na
elektrodzie z wegla szklistego modyfikowanej mezoporowatym weglem aktywnym
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impregnowanym diklofenakiem oraz bromkiem cetylotrimetyloamoniowym (GCE/DF-
CMKI/CTAB) zostaty doktadnie opisane w publikacji [1].

Wyniki: W tabeli 1 zestawiono wyniki uzyskane na podstawie opublikowanych badan
wihasnych [1] z innymi wynikami badan cytowanymi w literaturze [2, 6-8]. Wigkszos¢
przedstawionych tam woltamperometrycznych procedur oznaczania ROX jest czaso-
chtonna i wymaga skomplikowanego procesu przygotowania czujnika przed analizg [6-
8]. Jak mozna zauwazy¢, zaproponowana W artykule procedura oznaczania roksarsonu
na elektrodzie z wegla szklistego modyfikowanej mezoporowatym weglem aktywnym
impregnowanym diklofenakiem oraz bromkiem cetylotrimetyloamoniowym umozliwita
uzyskanie bardzo dobrych parametrow analitycznych, osiagajac jedna z najnizszych
granic wykrywalnosci (rzedu 10™* mol L™) [1]. Dodatkowo, proces przygotowania czuj-
nikéw do pracy jest bardzo krétki, a zawiesina materialu weglowego moze by¢ wyko-
rzystywana wielokrotnie i przechowywana przez kilka tygodni. Opracowana procedura
z powodzeniem zostata zastosowana do oznaczania roksarsonu we wzbogaconych prob-
kach oczyszczonych $ciekdéw jak rowniez wody rzecznej [1].

Tabela 1. Woltamperometryczne procedury oznaczania roksarsonu.

Elektroda Technika Zakres liniowy LOD Zastosowanie | Lit.
[umol L] [umol L]
0,0005-0,02 woda z rzeki,
GCE/DF-CMK/CTAB SWAdSV 0,02-0,5 0,000096 oczyszczone [1]
0,5-100,0 $cieki
0,001-0,02 .
GCE/CTAB SWAdSV 0,02-20,0 0.00013 woda z rzeki [2]
Tm-BTC MOF/GCE DPV 0,00015-770,0 0,0001 Zywnosé [6]
2D-AC/GCE DPV 0,76-474,0 0,0015 surowica krwi [7]
0,01-0,84 .
CoMn,04-500 DPV 0,84-1130,0 0,002 woda z rzeki [8]

Objasnienie uzytych akronimow:

SWAASV - adsorpcyjna woltamperometria stripingowa fali prostokgtnej; DPV — woltamperometria
impulsowo-réznicowa; GCE/DF-CMK/CTAB - elektroda z wegla szklistego modyfikowana mezoporo-
watym weglem aktywnym impregnowanym diklofenakiem oraz bromkiem cetylotrimetyloamoniowym;
GCE/CTAB - elektroda z wegla szklistego modyfikowana bromkiem cetylotrimetyloamoniowym; Tm-
BTC MOF/GCE - elektroda z wegla szklistego modyfikowana organicznym szkieletem na bazie kwasu
Tm(l11)-1,3,5-benzenotrikarboksylowego; 2D-AC/GCE - elektroda z wegla szklistego modyfikowana
dwuwymiarowym weglem aktywnym; CoMn;04-500 — sitodrukowana elektroda weglowa modyfikowa-
na tréjwymiarowym manganianem kobaltu o strukturze przypominajgcej kwiat.

Whioski: Opisane w literaturze [1, 2, 6-8] woltamperometryczne procedury znalazty
zastosowanie do oznaczania roksarsonu W probkach $rodowiskowych, zywno$ci
i ptynach ustrojowych. Najnizszg granice wykrywalno$ci uzyskano na elektrodzie
z wegla szklistego modyfikowanej mezoporowatym weglem aktywnym impregnowa-
nym diklofenakiem oraz bromkiem cetylotrimetyloamoniowym [1]. Procedure
z powodzeniem zastosowano w analizie roksarsonu we wzbogaconych probkach oczysz-
czonych $ciekoéw i wody rzecznej.
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WPLYW METODY OTRZYMYWANIA SUBSTANCJI
BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH Z LISCI JACARANDA
MIMOSAEFOLIA NA ZAWARTOSC WYBRANYCH ZWIAZKOW

K. SIECZKOWSKA, M.A. KARAS, UMCS, Wydzial Nauk Biologicznych, Katedra
Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Jacaranda mimosifolia jest ro$ling powszechnie wykorzystywang
w praktykach medycyny tradycyjnej na terenach endemicznego wystepowania. Bioak-
tywny potencjat ekstraktow pozyskiwanych z réoznych fragmentéw tej rosliny, m.in.
dziatanie przeciwbakteryjne czy przeciwgrzybicze, rowniez zostatl potwierdzony. Jed-
nakze zastosowane W tych badanich procerdury wskazuja, ze ekstrakty te moga by¢
wzbogacone w chlorofile czy karotenoidy [1], co moze istotnie wptywac na wyniki ba-
dan. W niniejszej pracy, poréwnano dwie techniki otrzymywania ekstraktow roslinnych:
(A) frakcjonowania z zastosowaniem solwentéw o rosngcej polarnosci oraz (B) jedno-
etapowej metody mieszaning heksan : octan etylu : metanol : woda oraz wptyw sposobu
obrébki lisci J. mimosifolia: (i) zamrazanie w temperaturze -20°C, (ii) suszenie oraz (iii)
wymrazanie ciektym azotem, na zawarto$¢ barwnikow roélinnych oraz substancji bioak-
tywnych. Efektywno$¢ ,,0czyszczania”, sprawdzono stosujac technike chromatografii
cienkowarstwowej (HPTLC).

Whprowadzenie: Jacaranda mimosifolia to drzewo ozdobne z rodziny Bignoniaceae,
szeroko rozpowszechnione w tropikalnych i subtropikalnych obszarach $wiata. Ekstrakty
pozyskiwane z roéznych jego czesci (lisci, kwiatow, todyg, korzeni i kory) stosowane sa
w medycynie tradycyjnej w leczeniu nadci$nienia, wrzodow, ran, biegunki czy wymio-
tow [1]. Ekstrakty ro$linne, zawierajace substancje biologicznie aktywne, najczgsciej
pozyskuje si¢ na drodze maceracji W obecnosci metanolu lub rzadziej innych organicz-
nych solwentow. Poniewaz chlorofile iich pochodne *tatwo rozpuszczaja sie
w lipofilnych solwentach (eterze naftowym, chloroformie, alkanach i w mniejszym stop-
niu octanie etylu), ale tez MeOH iEtOH [1], to czesto ulegaja ko-ekstrakcji
z substancjami biologicznie aktywnymi w preparatach pochodzacych z naziemnych
cze$ei roslin. Rowniez karotenoidy tatwo przechodzg do takich solwentow. Chlorofile
i produkty ich autodegradacji moga powodowaé problemy w testach biologicznych in
vitro ze wzgledu na ich absorbancj¢ UV-VIS, wiasciwosci fluorescencyjne i tendencje
do wytracania si¢ W srodowisku wodnym [2]. Ponadto, wykazuja dziatanie przeciwbak-
teryjne  [3], co utrudnia interpretacjc = wynikow. Zkolei  karotenoidy
z powodu reaktywnosci chemicznej i wlasciwosci pochtaniania §wiatta wykazuja aktyw-
no$¢ przeciwutleniajaca i antybakteryjna, dlatego takze mogg interferowaé
z pomiarami biologicznymi. W zwiazku z tym opracowano wiele metod usuwania barw-
nikéw roslinnych z ekstraktow, ktore jednak albo nie wykazuja wystarczajacej skutecz-
nosci, albo skutkuja usuwaniem znacznej czesci substancji bioaktywnych.

Przeglad literatury dotyczgcy dziatania preparatow pozyskanych z J. mimosifolia zawie-
rajgcych  substancje aktywne wykazat ich aktywno$¢ wtestach in vitro
w kierunku wybranych Gram dodatnich i Gram ujemnych bakterii, petzakow z rodzaju
Acanthamoeba, drozdzakéw Candida albicans, a takze dziatanie przeciwnowotworowe
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[1,4,5,6]. Jednakze doglebna analiza stosowanej metodyki wskazata, ze badania prowa-
dzono gtéwnie z uzyciem tzw. ,,surowych metanolowych ekstraktow” lub preparatow
uzyskanych w drodze frakcjonowania z uzyciem solwentéw o roéznej polarnosci. Dlatego
wyniki tych badan, moga nie by¢ miarodajne i moga wymagaé weryfikacji z powodu
zawarto$ci mieszaniny zwigzkow takich jak: chlorofile, karotenoidy i ich pochodne.

Cze$¢ eksperymentalna: Sterylizacja materiatu  ro§linnego: pedy  z lisémi
J. mimosaefolia poddano dziataniu 70% etanolu 1 min, 3,5% podchlorynu 2 min
i czterokrotnemu ptukaniu w jatowej wodzie destylowanej [7]. Uzyskiwanie substancji
biologicznie aktywnych: aseptycznie pozyskane liscie podzielono na trzy porcje. Po-
szczegoOlne partie: umieszczono W -20°C (1), suszono na powietrzu w ciemnosci (2),
poddano dziataniu cieklego azotu (3), a nastgpnie kazda trawiono 99,8% metanolem
w 70°C przez 2 godz., po czym poddano maceracji przez kolejne 18 godz. Po tym czasie
materiaty przesaczono przez bibule Whatman no. 1. i dalej postepowano zgodnie
z procedurami zaprezentowanymi na schemacie (Rys.1). Materiaty 1-3 M dodatkowo
odsalano poprzez ekstrakcje CHCI3:H,O (1:1; v/v), dwukrotne ptukanie fazy organicznej
woda ina koniec odwadnianie fazy organicznej przepuszczajac ja przez kolumienke
wypehiong bezwodnym Na,SO,4. Analizy chromatograficzne HPTLC uzyskanych pro-
bek, zawieszonych w mieszaninie CHCI;:MeOH (2:1; v/v), tak aby uzyska¢ stezenie 20
mg/mL, prowadzono w mieszaninie rozwijajacej: heksan: octan etylu : aceton : metanol
(6:1:1:0,4; viIviviv) na ptytkach Silica gel 60 F,s4 (Merck).

Ekstrakty
metanolowe

l wyparka prézniowa 40 °C

HED T

[
frakcjonowanie ekstrakcja heksan : octan etylu :
rozpuszczalnikami o metanol : woda miliQ (5:5:5:5; v/v/v/v)

rosnacej polarnosci:
A. Chloroform — 4 ;
o= ] Fk§ﬁ
c s — o o] ,

FAZY GORNE FAZY DOLNE

1G 2G 3G 1D 2D 3D

Rys. 1. Schemat otrzymywania preparatow (1 -3C,1-3A,1-3M,1-3G, 1-3 D) do analizHPTLC
[metodyka B. w oparciu o zrodto 2].

Wyniki: W niniejszej pracy poréwnano dwie metody pozyskiwania substancji bioak-
tywnych z metanolowych ekstraktow otrzymanych z lisci J. mimosaefolia: (A) frakcjo-
nowanych przy zastosowaniu solwentow o rosnacej polarnosci — chloroformu, acetonu,
metanolu oraz (B) jednoetapowej ekstrakcji (Rys. 1). Ponadto, oceniano wptyw sposobu
przygotowania roslinnego materiatu przed ekstrakcjg na zawarto$¢ substancji aktywnych
i skutecznos¢ ,,oczyszczania”. Uzyskane wyniki wskazuja, ze wydajno$¢ metanolowej
ekstrakcji roslinnego materiatu wynosita odpowiednio: 10,17%, 4,84% i6,23% dla
$wiezych lici uprzednio wymrozonych (-20 °C), suszonych liSci i wymrazanych cie-
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ktym azotem. Spo$rdd testowanych metod usuwania barwnikéw roslinnych jednoetapo-
wa ekstrakcja mieszaning heksan : octan etylu : metanol : woda miliQ (5:5:5:5; v/ivIviv)
okazata si¢ bardziej skuteczng i pozwolita na usunigcie chlorofilu a i b iich nieskom-
pleksowanych form feofityny a i b oraz karotenoidow (luteiny i B-karotenu) z ekstraktu
J. mimosaefolia, z jednoczesnym zachowaniem wigkszo$ci substancji bioaktywnych.
Zastosowanie tej metody pozwolito na uzyskanie 101,71 mg/g, 258 mg/g i 7,81 mg/g
substancji aktywnych odpowiednio dla 1-3 D (Rys. 2), w stosunku do masy wyjsciowe-
go materiatu roslinnego.

A chloroform aceton metanol B goérna frakcja dolna frakcja

B-karoten

feofityna a
feofityna b

chlorofil a
chlorofil b
luteina

Swiatto widzialne

DETEKCJA
UV 254 nm

UV 365 nm

substancje

aktywne

1C 2C 3C 1A 2A 3A 1M2M3M 1G2G 3G 1D 2D 3D

Rys. 2. Analiza chromatograficzna HPTLC (heksan:octan etylu:aceton:metanol; 6:1:1:0,4; v/v/viv) ekstraktow
J. mimosaefolia (1-3C, 1-3A, 1-3M, 1-3G, 1-3D) zgodnych ze schematem na Rys. 1. Oznaczenia prob: 1 —
materialy z ro$lin zamrozonych -20°C, 2 — materialy z roslin suszonych, 3 — materiaty z roslin poddanych

dziataniu cieklego azotu; C- frakcje chloroformowe, A- frakcje acetonowe, M — frakcje metanolowe, G- grak-

cje gorne i D — frakcje dolne jednoetapowej ekstrakcji.

W metodzie A, frakcje metanolowe uzyskane z materialow roslinnych z jednej strony
pozbawione byty catkowicie barwnikow chlorofilowych i karotenoidow, ale jedoczesénie
cze$¢ substancji aktywnych ulegla ekstrakcji chloroformem (1-3C) czy acetonem (1-3A)
(Rys. 2).
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Whioski: Przeprowadzone badania wykazaly jednoznacznie, ze jednoetapowa metoda
ekstrakcji, w porownaniu z frakcjonowaniem, pozwala na skuteczne usunigcie barwni-
kow roslinnych z ekstraktow z jednoczesnym zachowaniem wiekszosci substancji ak-
tywnych. Natomiast najwigksza wydajno$¢ odzysku substancji aktywnych uzyskuje si¢
z materialu suszonego na powietrzu. Jednakze badania aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej
(dane nie prezentowane) wskazuja, ze to materiat pozyskany ze §wiezych lisci uprzednio
tylko zamrozonych ma potencjal bioaktywny.

Literatura:

1.R. Naz, T. H. Roberts, A. Bano, A. Nosheen, H. Yasmin, M. Nadeem Hassan, R. Keyani, S. Ullah,
W. Khan, Z. Anwar, PLoS ONE, 15(7) (2020) 18.

2. S. B. Kim, J. Bisson, J. Brent Friesen, G. F. Pauli, Ch. Simmler, J. Natural Prod., 83 (2020) 1846.

3. R. Indrawati, E. Zubaidah, A. Sutrisno, L. Limantara, M. M. Yusuf, T. H. Panintingjati Brotosudarmo, Scien-
tifica, 2021 (2021) 1.

4. M. B. Serra, W. A.Barroso, F. F. Filho, S. Silva, A. C. R. Borges, M. B. Campos, R. S. Gondim, R. G.
Souza, A. C. Alves, I. C. Abreu, M. O. Borges, Biomed. J. Sci. Technical Res., 28 (2020) 21731.

5. L. S. Sidjui, R.Toghueo, E. Z. Menkem, O. Noté, Record. Natural Product., 8:3 (2014) 307.

6. A. Rana, S. Bhangalia, H. P. Singh, Natural Product Res., 27 (2012) 1167.

7. P. Benito, L. Carro, R. Bacigalupe, M. Ortuzar, M. E. Trujillo, Phytobiomes. J., 6 (2022) 36.

231



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

POROWNANIE FLUORODEOKSYGLUKOZY FLUORU-18
ORAZ GALU 68-DOTATATE NA PRZYKLADZIE PACJENTA
Z GUZEM NEUROENDOKRYNNYM

B. PLASKA, I. LUCZKOWSKA, A. DANILCZUK, Uniwersytet Medyczny
w Lublinie, Wydziat Lekarsko-Dentystyczny, al. Ractawickie 1, Lublin 20-059

Abstrakt: Porownan0 mozliwo$ci zastosowania metody obrazowania pozytonowej
tomografii emisyjnej (PET/CT) z uzyciem dwoch radiofarmaceutykéow: *FDG (fluoro-
deoksyglukozy fluoru-18) wykorzystujacy promieniotworczy analog glukozy oraz ®Ga-
DOTATATE oparty na izotopie galu-68. Zaleznie od stopnia guza wybor radiofarma-
ceutyku pozostaje kluczowy do prawidtowej diagnostyki. W praktyce klinicznej wiek-
szo$¢ nowotworéw o agresywnym przebiegu wykazuje wysoki metabolizm glukozy,
BEDG umozliwia obrazowanie stanu zaawansowania choroby, pozwalajac na szeroki
zakres wykrywania kosztem niskiej specyficznosci. Obrazowanie za pomoca *Ga-
DOTATATE wykorzystuje receptory somatostatynowe, ktoére wykazuja nadekspresje
w guzach neuroendokrynnych, czynigc t¢ metode bardziej specyficzng. Praca opiera si¢
na przyktadzie pacjenta z guzem NET diagnozowanym przy uzyciu obu metod. Pacjent
zglosit si¢ na badanie *FDG z powodu podejrzenia nawrotu guza zastawki Bauchina,
ktory zostal 5 lat wczesniej usunigty. U pacjenta poczatkowo zastosowano znacznik
BEDG, ktory nie wykazal istotnych zmian. W wyniku dalszej diagnostyki pierwsze
badanie okazalo si¢ niewystarczajgce imusiato zostaé rozszerzone o zastosowanie
znacznika ®Ga-DOTATATE. Zastosowanie ®Ga-DOTATATE wykazato liczne ogniska
podwyzszonego gromadzenia miedzy innymi w watrobie i zastawce Bauhina. Zbadanie
wycinka wskazato na guz NET G1. Weczeéniejsze wykonane ®*FDG pozwolito na wy-
kluczenie guza o niskim zréznicowaniu G2 iG3, ktore bylyby gorzej widoczne
w badaniu ®®Ga-DOTATATE. Dzigki wykorzystaniu obu metod, mozliwe bylo posta-
wienie lepszej diagnozy, a co za tym idzie leczenie pacjenta w odpowiednim kierunku.

Woprowadzenie: Pozytonowa tomografia emisyjna (PET) jest jednym z najwi¢kszych
osiggnig¢ W diagnostyce nowotworow. Ta nowoczesna metoda diagnostyczna polega na
zastosowaniu radioaktywnego zwiazku, ktéry emituje pozytony, sa one nastgpnie odczy-
tywane przez gamma kamere¢. Pozytonowa tomografia emisyjna wykorzystuje radioizo-
topy krotko zyjace, o okresie potrozpadu od kilku minut do kilku godzin. Powszechnie
stosowanym parametrem do pomiaréw ilosciowych, ktéry stanowi swojego rodzaju
jednostke jest maksymalna standaryzowana warto$¢ absorpcji (SUV max). Jednym
z najczesciej uzywanych radioznacznikow jest fluorodeoksyglukoza fluoru-18 (**FDG).
BEDG jest analogiem glukozy i dlatego w zywych tkankach ulega podobnym procesom
jak glukoza. Glukoza dostaje si¢ do komorki poprzez transportery glukozy, gdzie ulega
fosforylacji. Diagnostyka opiera si¢ na zwigkszonym wychwycie glukozy, ktéry ma
miejsce migdzy innymi W komoérkach nowotworowych, z uwagi na ich duze zapotrze-
bowanie energetyczne z powodu czgstych podziatéw komorkowych [1]. Jest to spowo-
dowane zmianami fenotypowymi, ktére charakteryzuja komérke nowotworows, okre-
$lane jako zjawisko Warburga. Proces chemiczny polegajacy na tym, ze w komdrkach
nowotworowych nastepuje programowanie proceséw metabolicznych, w wyniku czego
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obserwuje sie wzrost glikolizy beztlenowej i zahamowanie fosforylacji oksydacyjne;j.
Niski zysk energetyczny glikolizy beztlenowej (dwie czasteczki ATP) i znaczace zapo-
trzebowanie energetyczne proliferujacych komorek nowotworowych prowadzi do
znacznego nasilenia tempa glikolizy. *®FDG to badanie wykazujace szeroki zakres wy-
krywania zmian, ale cechujace si¢ niska specyficznoscia. *°Ga-DOTATATE jest radio-
znacznikiem PET stuzgcym do obrazowania funkcjonalnego receptora somatostatyny
(SSTR). Scyntygrafia receptoréw (SRS) pozwala na ocen¢ stopnia zaawansowania gu-
z6w NET, rozpoznanie ewentualnych zmian przerzutowych i wczesne wykrycie wznowy
nowotworu, jednak ze wzgledu na wysokie koszty tych znacznikoéw badanie z ich zasto-
sowaniem jest rzadziej wykonywane. W przeciwiefistwie do *FDG PET, w mézgu wy-
stepuje niewielka aktywno$¢ znacznika [2, 3]. Znacznik jest wykorzystywany ze wzgle-
du na wiasciwosci fizyczne emitowanego promieniowania i czasu potrozpadu Galu-68.
Najczesciej jest wykorzystywany do oceny pierwotnych i przerzutowych, dobrze zrézni-
cowanych guzéw neuroendokrynnych (NET), gdzie pojawiaja si¢ receptory somatosta-
tyny. [4]. Guzy neuroendokrynne, stanowig zrdéznicowang grupe nowotworow a ich
rozpoznanie jest czgsto zbyt pézne ze wzglgdu na brak swoistych metod obrazowania.
Charakteryzuja sie¢ wystepowaniem odlegtych przerzutéw, utrudniajgcych ich usuniecie
operacyjnie [5]. Obecnie najlepsza metoda do diagnostyki i réznicowania jest PET-CT.
Podstawowymi radioznacznikami stosowanymi do diagnostyki tych zmian jest ®Ga-
DOTATATE oraz ®FDG, ktére pozwalaja oceni¢ stopien zlosliwosci, proliferacji
i odpowiedzi na leczenie NET [6]. Potaczenie badan wykorzystujacych radioznaczniki
®8Ga-DOTATATE oraz “®FDG jest czesto stosowane, w szczegdlnosci, gdy diagnostyka
tansza metoda jaka jest **FDG okaze sie niewystarczajaca [6]. Jezeli guz pacjenta nie
posiada receptorow somatostatyny typu 2 lub jest ich za mato, wowczas zalecane jest
wykonanie badania FDG-PET. W guzach pierwotnych wychwyt ®Ga-DOTATATE jest
Znaczaco wyzszy niz W przypadku radioznacznika *FDG [5, 6]. Roznice
w zastosowaniu obu preparatéw przedstawia rysunek 1. Celem pracy byto pordéwnanie
wynikoéw otrzymanych po zastosowaniu metody obrazowania pozytonowej tomografii
emisyjnej (PET/CT) z uzyciem dwoch radiofarmaceutykow: *FDG i ®Ga-DOTATATE.

Wyniki: Przyktadem zastosowania i potaczenia w stosunku do stopnia zréznicowania
zmiany przy uzyciu radioznacznikoéw **Ga-DOTATATE oraz *FDG jest diagnostyka
pacjenta, ktory zglosit sie na badanie do Zaktadu Medycyny Nuklearnej w Lublinie. U
tego pacjenta w obu badaniach akwizycj¢ obrazu przeprowadzono przy uzyciu dedyko-
wanego systemu PET/CT Biograph mCT S(64)-4R (Siemens, Erlangen, Niemcy). Bada-
nie wykonane zostaty wedhug przyjetych procedur. Do badania z wykorzystaniem **FDG
(Synektik Pharma, Polska): pacjentom zaleca si¢, aby przed badaniem nie spozywali
positkéw przez co najmniej 6 godzin. Godzing przed obrazowaniem pacjentom wstrzy-
kiwane jest ok. 3,5 MBq *®*FDG/kg masy ciata. Na etapie wchfaniania umieszczano pa-
cjentébw W cichym, stabo o$wietlonym pomieszczeniu. U pacjentéw badanych *®Ga-
DOTADATE (NetSpot, Advanced Accelerator Applications, USA) zalecana dawka
wynosi 2 MBg/kg masy ciata, podawana w postaci bolusa dozylnego. Pacjent powinien
by¢ dobrze nawodniony. Dane PET zebrano w trybie tréjwymiarowym, w Kierunku
ogonowo-czaszkowym, w pozycji 2,5 min/tézko i zrekonstruowano z zastosowaniem
korekcji absorpcji i rozproszenia. Metoda rekonstrukcji byta nastepujaca: TrueX + czas
przelotu (PET o ultra wysokiej rozdzielczosci) dwie iteracje, 21 podzbiorow, filtr Gaussa
o pelnej szerokosci przy potowie maksimum 2,0 mm, rozmiar obrazu 200200 (matry-
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ca), powigkszenie 1,0 i warstwa 3 mm. CT wykonywano przed PET, bez wzmocnienia
kontrastowego i przy nastepujacych parametrach: napigcie 120 kV, natezenie wynosito
50, 150 lub 200 mAs, pich 0,8 i grubo$¢ warstwy 3 mm. Mgzczyzna W wieku 66 lat, u
ktorego zostat zdiagnozowany guz zastawki Bauhina a nast¢pnie zostal usunigty. Po 5
latach podczas kontrolnego badania USG zaobserwowano zmiang, ktora w dalszej dia-
gnostyce okazata si¢ nawrotem guza. Rozpoznano zapalenie btony $luzowej, pseudopo-
lipa oraz zmiang ogniskowa o wielkosci 15 mm w lewym ptacie watroby oraz 16 mm
w prawym. W celu odnalezienia ogniska pierwotnego zostato wykonane badanie rezo-
nansu magnetycznego (MRI), w wyniku ktérego stwierdzono zmiany metastatyczne
w watrobie. Wykonano kolonoskopig, podczas ktorej usunigto grudke z zastawki Bau-
china. Pacjent otrzymatl wyniki z wycinkow z okolicy zastawki oraz okolicy krzywizny
mniejszej zotadka, w ktérych stwierdzono ognisko neuroendokrynne H-P NET G1. Wy-
konano badanie rezonansu magnetycznego, w ktorym zdiagnozowano zmiany przerzu-
towe w watrobie o nieznanym punkcie wyj$cia. W celu zlokalizowania i oceny ogniska
pierwotnego, pacjent zostal skierowany na badania PET/CT z wykorzystaniem °FDG
oraz *Ga-DOTATATE, ktorych wyniki przedstawia rysunek 2. W wyniku badania
z radioznacznikiem ®FDG stwierdzono, ze watroba wykazuje nieco niejednorodne gro-
madzenie znacznika, w lewym ptacie widoczna hypodensyjna zmiana, poza tym bez
wydzielajgcych si¢ aktywnych metabolicznie zmian ogniskowych. W CT widoczne
cechy sthuszczenia. We wstepnicy podwyzszona *FDG o prawdopodobnie charakterze
zapalnym. Widoczny niewielki obszar na dnie Zotadka o podwyzszonym gromadzeniu
BEDG SUV MAX 4,8. Poza tym fizjologiczne gromadzenie znacznika. Natomiast po
podaniu ®*Ga-DOTATATE badanie wskazato na brak aktywnych zmian w ogniskowych,
wseg. lewym guzek 6 mm, wezty chlonne o zwigkszonym gromadzeniu znacznika.
Fizjologiczne gromadzenie ®Ga-DOTATATE w strukturach klatki piersiowej. Jama
brzuszna imiednica oraz watroba o niejednorodnym rozmieszczeniu znacznika
z wydzielajgcymi si¢ aktywnymi obszarami w seg. 5 24,1 SUV MAX i seg. 8 15,4 SUV
MAX prawdopodobnie torbiel. Aktywne ogniska stwierdza si¢ tez w uktadzie kostno-
szkieletowym w koncu mostkowym obojczyka lewego. Zwigkszony wychwyt stwierdza
sie wokolicy zastawki Bauhina SUV MAX do 42 (rys. 2a), widoczny obszar
z komponentg tluszczowa i zwapnieniami. Ponadto w CT w obrebie jelita stwierdza si¢
zmiany zapalne. Gromadzenie znacznika z przewaga po stronie lewej niz prawej nerek.

Whioski: Dane, ktére mozna pozyska¢ poprzez zastosowanie badan z radioznacznikami
%Ga-DOTATATE oraz 'FDG daja mozliwosé lepszej interpretacji obrazow
i pozyskanie informacji, ktore mogg stanowi¢ wzajemne uzupetnienie diagnostyczne.
Dzigki r6znym mechanizmom wychwytywania znacznika, obie metody si¢ wzajemnie
uzupelniajg poprzez wykluczanie informacji, ktore przy zastosowaniu tylko jednej pozo-
stalyby niejednoznaczne. W szczego6lnosci wpltywa to na poprawe oraz przyspieszenie
czasu diagnostyki pacjentow ulatwiajgc klasyfikacje ewentualnych guzow odpowied-
niemu stopniowi ztosliwosci i zastosowanie odpowiedniego leczenia.
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%8Ga-DOTATATE

Gl G2 G3

Rys. 1. Réznice zastosowania ®Ga-DOTATATE oraz ®FDG w stosunku do rodzaju zmian.

Rys. 2a Rys. 2b

Rys. 2. Guz zastawki Bauhina (2a) widoczny po podaniu %Ga-DOTATATE, (2b) niewidoczny po podaniu
fluorodeoksyglukozy fluoru-18.
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MODYFIKACJA | BADANIA FIZYKOCHEMICZNE
KOMPOZYTOW NA BAZIE AKRYLANOW DO ZASTOSOWAN
W PROTETYCE

W. PAKASZEWSKI!, A. SZABELSKA!, A. WOJCIK', B. PODKOSCIELNA?,
'Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Zaktad Technik Dentystycznych z Laboratorium
Nowoczesnych Technologii, ul. Chodzki 6, 20-093 Lublin; 2UMCS, Wydzial Chemii,
Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Polimeréw, Ul. Gliniana 33, 20-614 Lublin

Abstrakt: Glownym celem prezentowanych badan byta modyfikacja handlowego mate-
rialu polimerowego opartego na akrylanach (Vertex) stosowanego powszechnie
w wykonawstwie ruchomych i statych uzupelien protetycznych. W celu poprawy wia-
sciwosci przeciwdrobnoustrojowych do mieszanki handlowo dostgpnego akrylu dodano
metakrylan cynku (MZn). W celu potwierdzenia budowy chemicznej wyjsciowego ukta-
du oraz modyfikowanego MZn wykonano analizg¢ ATR-FT/IR. Przeprowadzono takze
badania DSC w celu oceny wptywu dodatku oraz przebiegu procesu polimeryzacji bada-
nego materiatu.

Wprowadzenie: Materiaty na bazie akrylanéw sg szeroko stosowane w protetyce stoma-
tologicznej. Charakteryzujg si¢ szerokim wachlarzem wilasciwosci. Moga by¢ zardwno
miekkie i elastyczne, jak i twarde i sztywne, dzieki czemu sg uzywane W réznych sytua-
cjach klinicznych. Doktadne statystyki dotyczgce udziatu protez zebowych wykonanych
z akrylu w ogélnej liczbie protez moga si¢ roézni¢ W zaleznosci od regionu, trendow
W dziedzinie stomatologii oraz zmieniajgcych sie preferencji pacjentow. Niemniej jed-
nak, protezy zgbowe wykonane z polimerow akrylowych nadal pozostaja popularnym
wyborem, szczegdlnie ze wzgledu na ich stosunkowo niski koszt i dostgpnos¢ dla szero-
kiego spektrum pacjentow. W Polsce jest to jedyny materiat w wykonawstwie protez
refundowany przez Narodowy Fundusz Zdrowia. Do ich zalet nalezy takze fakt iz, pro-
tezy akrylowe sg stosunkowo trwate i odporne na uszkodzenia. Mogg wytrzymaé co-
dzienne zucie i uzytkowanie przez dlugi czas, sa stosunkowo lekkie w poréwnaniu do
niektérych innych materialdéw, co moze by¢ korzystne dla komfortu noszenia. Akrylowe
protezy sg takze stosunkowo tatwe w dostosowaniu do ksztaltu i wielkosci jamy ustnej
pacjenta. Protetyk moze wykona¢ doktadne odlewy i dostosowa¢ proteze do unikalnych
potrzeb kazdej osoby. Warto zwroci¢ uwage takze na szybko§¢ wykonania. Proces wy-
twarzania protez akrylowych jest zazwyczaj mniej skomplikowany niz w przypadku
niektérych innych materiatow, moze to przyspieszy¢ caly proces od pomiaréw do goto-
wej pracy. W przypadku uszkodzenia protezy akrylowej, mozna ja stosunkowo fatwo
naprawi¢, co moze przyczyni¢ si¢ do wydtuzenia jej trwalo$ci. Tworzywo akrylowe
z ktorego sa wykonane jest nietoksyczne, niedraznigce, nierozpuszczalne i bierne
w srodowisku jamy ustnej (chociaz wykazuje niewielka absorpcj¢ wody). Masy akrylo-
we sg proste W uzyciu, nie wymagaja skomplikowanej i drogiej aparatury. Warto jednak
zaznaczy¢, ze protezy akrylowe maja tez pewne ograniczenia. Moga by¢ mniej estetycz-
ne niz protezy wykonane z bardziej zaawansowanych materiatéw, takich jak porcelana
czy ceramika. Ponadto, niektore osoby moga odczuwaé dyskomfort w zwiazku
z materiatem akrylowym lub moga mie¢ alergie na niektore sktadniki akrylu. Metakrylan
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metylu (MMA) jest substancja toksyczng i drazniaca, zwlaszcza W swojej nieutwardzo-
nej postaci. Przy kontaktach skornych lub inhalacji oparow MMA mogg wystapi¢ reak-
cje alergiczne, podraznienia skory, oczu i drog oddechowych. W trakcie procesu pro-
dukcji protez akrylowych MMA jest uzywany do tworzenia monomeru akrylowego,
ktory nastepnie jest utwardzany, tworzac trwaly polimer. Jednak nieutwardzony MMA
moze pozosta¢ W protezie w niewielkich ilosciach. W przypadku kontaktu jamy ustnej
zZ nieutwardzonym MMA moze wystapi¢ podraznienie bton §luzowych, zapalenie dzigset
i inne problemy zdrowotne. Dodatkowo tworzywo akrylowe nie jest odporne na dziata-
nie drobnoustrojéw ktére mogg namnaza¢ si¢ na powierzchni protez i prowadzi¢ do
stanow zapalnych jamy ustnej. Dlatego tez tak duza popularno$é tych materiatdéw sktania
do rozpoczecia badan, ktére moga pozwoli¢ udoskonalenie oraz eliminacj¢ wspomnia-
nych negatywnych cech materiatow na bazie metakrylanu metylu [1,2,3].

Czes$¢ eksperymentalna: Synteze kompozytdéw na bazie mieszanki Vertex wykonano
w szklanych formach o wymiarach 8x10 cm. Do zlewki o poj. 50 ml dodano statg mie-
szanke a nastgpnie uzupetniono ptynem W proporcji 1,5:1. Catos¢ doktadnie wymieszano
i niezwlocznie umieszczono szklanej formie. Kompozyty z dodatkiem metakrylanu cyn-
ku otrzymano tg sama metoda dodajac modyfikator do statej mieszanki. Uzyto 0.5, 1 i 2
% wg. MZn w stosunku do obu sktadnikéw (statego i ciektego). Ilosci uzytych sktadni-
kow przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Sktad ilosciowy kompozycji.

Kompozyt Proszek Plyn Metakrylan cynku
[9] [g] [g]

Vertex 12 8 -

Vertex + 0,5% MZn 12 8 0,1

Vertex + 1% MZn 12 8 0,2

Vertex + 2% MZn 12 8 0,4

Wyniki: Do badan wybrano probki zawierajace 0 i 2% wt. dodatku w postaci metakry-
lanu cynku. Z wykorzystaniem techniki ostabionego odbicia (ATR) zarejestrowano
widma FT/IR kompozytow (Bruker Tensor 27 FTIR — Niemcy). Widma uzyskiwano
w zakresie 500-4000 cm™. Na kazdym z przedstawionych na rysunku 1 widm, mozna
zaobserwowac sygnat przy dhugosci fali 2951 cm™, pochodzacy od drgan rozciggajacych
grupy -CH. Pasmo przy dtugosci fali 1722 em™ jest sygnatem pochodzacym od drgan
grupy karbonylowej C=0. Drgania zginajace grupy -CH zaobserwowano przy 1329 cm’
! Zauwazono, ze wraz ze zwickszajaca sie ilocia metakrylanu cynku w kompozycie
nieznacznie obniza si¢ intensywno$¢ poszczegdlnych pasm na  widmach.
Z wykorzystaniem techniki réznicowej kalorymetrii skaningowej dokonano pomiarow
kalorymetrycznych (Netzch DSC 204 — Selb, Niemcy). Przed analiza probki (w postaci
sproszkowanej) ogrzewano przez dwie godziny w suszarce w temp. 70 °Cw celu usunig-
cia z nich wilgoci. Skany wykonywano w zakresie temperatur 0-500 °C z przyrostem
temperatury 10 °Cmin w atmosferze argonu (ze statym przeptywem gazu 30 mL/min).
Masa probki wynosita ~5-10 mg a jako odniesienie zastosowano pusty tygiel aluminio-
wy. Badania potwierdzity, ze oba materiaty (bez dodatku modyfikatora oraz z dodatkiem
2% metakrylanu cynku) sg stabilne termicznie do temperatury ok. 320 °C (Rys. 2). Mate-
riaty rozktadajg si¢ w temperaturze 387-389 °Co czym $wiadczy wyrazny endotermiczny
sygnal na krzywych DSC.
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Rys.1. Widma ATR/FT-IR dla wyj$ciowego (linia gorna) i modyfikowanego 2% dodatkiem MZn materiatu
polimerowego.

DSC /(mW/mg) o
DSsCc

1 exo Metakrylan cynku 2%
bsc

30 Peak: 367.1 °C,_3.027 mWimg

2.5

>eak: 380.2 “C, 2.133 mW/mg

20

100 200 300 400 500
Temperature /°C

Gata. Fangs
 Janoo= 20240225 |0 g CEC) ey 20110, B
M o 2% ngb-sd?_|2024-02.23 | Motakylan eynku 25 | Motakoytar a3 33 0/10.0

'min, predstawione

Rys.2. Krzywe DSC badanych materiatéw, rejestrowane przy szybkosci ogrzewania 10°
w funkeji temperatury.

Tabela 2. Badania twardos$ci w skali D.

Kompozyt 1 2 3 4 5 6 7 8 Srednia
Vertex 81 81 | 805 | 81 | 815 | 80 82 81 81
Vertex + 2% 82 [ 815 | 8 | 805 | 8 | 85 | 815 | 82 81,6
MZn

W celu oceny wptywu dodatku na wlasciwosci mechaniczne kompozytéw wykonane
zostaly badania twardo$ci na aparacie Shore’a. Badane kompozyty zaliczaja si¢ do grupy
materiatow twardych, parametr twardosci mieéci si¢ W zakresie 80-82 °D. Dodatek me-
takrylanu metylu nie pogarsza twardo$ci kompozytow.
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Whioski: W wyniku przeprowadzonych modyfikacji uzyskano material polimerowy na
bazie akrylanow zawierajacy metakrylan cynku w roli wypetniacza, posiadajacego po-
tencjalne whasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Z wykorzystaniem techniki ATR-FT/IR
potwierdzono strukture uzyskanych zwigzkow ktorych glownym sktadnikiem jest poli-
metakrylan metylu. Analiza DSC potwierdzita dobra stabilno$¢ materiatow do 320 °C
oraz dobry stopien spolimeryzowania mieszanki.

W kolejnym etapie prac przeprowadzone zostang m.in. badania cytotoksycznosci otrzy-
manych materiatow.
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IDENTYFIKACJA CHEMICZNA KAMIENI NERKOWYCH

W. JOZWICKA!, G. SWIETLICKA? M. JOZWICKI, P. Malinowska®, M. GO-
LISZEK®, W. SOFINSKA-CHMIEL?, 'Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wy-
dzial Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Pracownia Technologii Swiattowodow, PI.
Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin, 2 Studenckie Koto Naukowe ISOMERS
przy Katedrze i Zaktadzie Chemii Medycznej Wydziat Lekarski, ul. Chodzki 19, 20-400
Lublin, *Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydzial Chemii, Instytut Nauk Che-
micznych, Laboratorium Analityczne, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin

Abstrakt: Celem badan byta identyfikacja chemiczna oraz analiza substancji wspotstra-
cajagcych sie ze szczawianami W probkach kamieni nerkowych. Badania wykonano dla
20 probek kamieni nerkowych wydalonych samoistnie przez pacjentow lub usuni¢tych
chirurgicznie na oddziale szpitalnym. Badania wykonano z wykorzystaniem spektrosko-
pii FTIR z zastosowaniem techniki ATR. Identyfikacji dokonano z wykorzystaniem
bazy danych spektralnych NICODOM Kidney Stone. Przeprowadzone badania pozwoli-
y na okreslenie sktadu chemicznego badanych kamieni nerkowych.

Whprowadzenie: Kamica nerkowa jest choroba zwigzang z powstawaniem nierozpusz-
czalnych zlogdéw, zwanych kamieniami, W obrgbie drog moczowych. Powstaja one
w wyniku wytracania si¢ substancji chemicznych obecnych W moczu, gdy ich stezenie
przekroczy prog rozpuszczalnosci. Najczgsciej dotyczy ona gornych drég moczowych,
czyli nerek i moczowoddw, jednakze kamica pecherza moczowego nie nalezy do rzad-
kosci. Ztogi niewielkich rozmiaréw najczesciej zostaja wydalone Ssamoistnie wraz
z moczem i nie powoduja widocznych objawow. Wigksze ztogi, moga blokowac odptyw
moczu z uktadu kielichowo-miedniczkowego nerki lub moczowodu, powodujac zespot
objawow bolowych nazywany kolka nerkowa [1]. Kamica jest jedng z najczestszych
chor6b uktadu moczowego. Wystepuje u okoto 7-9% populacji. Szczyt zachorowalno$ci
przypada u kobiet i mezczyzn miedzy 30 a 40 rokiem zycia. Obecno$¢ ztogow stwierdza
si¢ u 7-8% pacjentow bez objawow kamicy, u ktorych z innego wskazania wykonano
badania obrazowe. Charakterystyczny dla kamicy nerkowej jest nawrotowy charakter
choroby. W ciggu 15 lat od pierwszej manifestacji choroby, jej nawrdt wystepuje u
~40% chorych. Przyczyna tworzenia kamieni nerkowych nie jest do konca poznana. Do
czynnikéw sprzyjajacych rozwojowi kamicy zaliczamy: duze stezenie W moczu substan-
cji litogennych, zast6j moczu, zakazenie uktadu moczowego, obecnos$¢ organicznych
jader krystalizacji oraz niewtasciwa dieta.

Ze wzgledu na sklad chemiczny wyr6zni¢ mozna nastgpujace rodzajow kamieni nerko-
wych: szczawianowo-wapniowe, fosforanowo-wapniowe, struwitowe, moczanowe oraz
cystynowe [2]. W zalezno$ci od dominujacej substancji sktadowej w leczeniu stosowana
jest roéznego rodzaju dieta wykluczajaca. W przypadku wystapienia u pacjenta kamieni
szczawianowo-wapniowych, z diety nalezy wyeliminowaé: szpinak, szczaw, rabarbar,
botwing, cytryny, czekolade, kakao, groch, fasole oraz soczewice [3]. W przypadku
kamicy moczanowej, niewskazane sg nastepujace produkty: watrobka, kaszanka, migso
wolowe, mieso baranie, wieprzowina, $ledzie, czekolada, kakao, orzechy oraz grzyby
[4]. Pacjenci ze stwierdzona kamicg fosforanowa, w celu unikniecia nawrotéw choroby,
powinni z diety wykluczy¢: nasiona roélin strgczkowych, ser zétty, ser topiony, konser-
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wy rybne oraz w znacznym stopniu ograniczy¢ produkty mleczne oraz jaja [5]. Identy-
fikacja chemiczna ztogdéw petni istotng role¢ W doborze odpowiedniej diety, ktora stanowi
podstawe profilaktyki nawrotow kamicy nerkowe;j.

Czes¢ eksperymentalna: Celem badan byta analiza sktadu chemicznego i identyfikacja
substancji, ktore wspOlstracaja si¢ ze szczawianami W kamieniach nerkowych. Materia-
tfem badawczym bylo 20 probek kamieni nerkowych pozyskanych we wspotpracy
z laboratorium szpitalnym oraz za zgoda Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie (nr zgody KE-0254/140/2020). Badane kamienie nerkowe byly wydalane
samoistnie przez pacjentow lub usuwane chirurgicznie na oddziale szpitalnym. Badania
wykonano z wykorzystaniem spektroskopii FTIR. Widma FTIR badanych kamieni ner-
kowych wykonano z wykorzystaniem spektrometru FTIR Nicolet 8700A firmy Thermo
Scientific. Przed wykonaniem pomiaru, probki kamieni nerkowych utarto w mozdzierzu
agatowym. Do badan zastosowano przystawke Smart Orbit ATR z krysztatem diamen-
towym. Pomiary wykonano w zakresie liczb falowych 4000-400 cm™ z rozdzielczoscia
spektralng 4 cm™. Do badan wykorzystano detektor DTGS. Otrzymane widma poddano
korekcji ATR, korekeji linii bazowej oraz normalizacji za pomocg oprogramowania
Omnic SpectaTM. Uzyskane widma poroéwnano z baza danych spektralnych NICODOM
Kidney Stone. Dla wszystkich badanych probek wyznaczony zostal wspotczynnik kore-
lacji HQI (Hit Quality Index), ktory jest ilosciowa miarg jakosci dopasowania widma
badanego do wzorcowego. HQI=100 oznacza perfekcyjne dopasowanie widm. Warto$¢
wspotczynnika HQI >90 oznacza bardzo wysoki stopien podobienstwa widm. Na tej
podstawie dokonano identyfikacji sktadnikow chemicznych obecnych w badanych prob-
kach.

Whyniki: Identyfikacje chemiczng badanych 20 probek kamieni nerkowych wykonano
metodg spektroskopii FTIR z wykorzystaniem techniki ATR. Widma badanych kamieni
przedstawiono na rysunkach 1-3.

Absorbancja
1606

1000 3000 2000 1000
Liczby falowe (cm-1)
Rys.1. Zestawienie widm FTIR-ATR probek kamieni nerkowych, ktorych gtéwnymi sktadnikami sa: jedno-
oraz dwuwodny szczawian wapnia.
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Rys.2. Zestawienie widm FTIR-ATR probek kamieni nerkowych ktoérych glownymi sktadnikami sg: jedno-
oraz dwuwodny szczawian wapnia oraz weglano-apatyt.

1,2{Prébka 18

1623
1587

Absorbancja

4000 3000 2000 1000

Liczby falowe (cm-1)
Rys. 3. Zestawienie widm FTIR-ATR probek kamieni nerkowych ktorych gtéwnymi sktadnikami sg: jedno-
wodny szczawian wapnia oraz kwas moczowy.

Na widmach FTIR-ATR wszystkich badanych probek zaobserwowano pasma w zakresie
3600-3200 cm™ odpowiadajace drganiom rozciagajacym gryp O-H oraz pasma
w zakresie 1870-1600 cm™ charakterystyczne dla grup C=0. W zakresie 1430-1050 cm™
stwierdzono obecno$¢ drgan rozciagajacych grup C-O. Pasma te sa charakterystyczna
dla szczawian6w. Ponadto w probkach 7, 9, 10, 13, 14, 15 badania FTIR wykazaty
znacznie wicksza intensywno$¢ pikow W potozeniu 1026 cm™, ktéry odpowiada drga-
niom rozciagajacym grup P=0, co potwierdza obecno$¢ fosforanow w badanych prob-
kach. Widmo FTIR prébki 18 wykazato rowniez sygnaly charakterystyczna dla kwasu
moczowego. Stwierdzono obecno$¢ pasm charakterystycznych dla grup -NH w zakresie
3600-3200 cm™ oraz obecno$¢ pasm odpowiadajacych drganiom rozciagajacym pocho-
dzacym od grup C-H w zakresie 3000-2850 cm™. Widma FTIR probki 18 wykazaty
takze obecno$¢ drgan pochodzacych od wigzan C=C w obrebie pierScienia aromatyczne-
go w zakresie 1610-1500 cm™ [6]. Wyniki badan identyfikacji sktadu chemicznego me-
toda FTIR-ATR przedstawiono w tabeli 1. W tabeli 1 zaprezentowano rowniez zdjecia
badanych kamieni nerkowych.

Whioski: Celem przeprowadzonych badan bylo potwierdzenie obecnosci glownego

sktadnika (jedno- oraz dwuwodnego szczawianu wapnia) w 20 probkach kamieni ner-
kowych oraz identyfikacja substancji wspotstracajacych si¢ ze szczawianami.
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Tabela 1. Zestawienie sktadu chemicznego badanych probek szczawianowych kamieni nerkowych.

Nazwa  [Zdjecie . Wspotczynnik
Lp. probki robki Sklad chemiczny dopasowania HQI
. CaC,04-H,0 — jednowodny szczawian wapnia o
1 Probka 1 ‘ CaC,04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 80,48 %
, | CaC,04 H20 — jednowodny szczawian wapnia
2 Probka 2 ‘ CaC,04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 76,21 %
. CaC,04-H,0 — jednowodny szczawian wapnia o
3 Prébka 3 9 CaC,04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 76.70%
. CaC,0,°H,0 — jednowodny szczawian wapnia o
4 Probka 4 “ CaC,0,4-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 7920%
X * CaC,0, H,0 — jednowodny szczawian wapnia o
5 Prébka 5 CaC,04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 77,54 %
. CaC,0, H,0 — jednowodny szczawian wapnia o
6 Prébka 6 @ CaC,04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 75,37 %
X CaC,04-H,0 — jednowodny szczawian wapnia
7 Probka 7 %i CaC,04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 73,38 %
Cas(PO4,C0O3)3(0OH,F) — weglano-apatyt
8 Probka 8 & CaC,04-H,0 — jednowodny szczawian wapnia 77.61%

CaC,04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia

A | CaC.0, H.0 - jednowodny szczawian wapnia
9 Probka 9 v’%f CaC,04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 73,90 %
Cas(PO4,C0O;3)3(0OH,F) — weglano-apatyt

85 % CaC,0, H,0 — jednowodny szczawian wapnia
5 % CaC,0,2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 75,60 %
5 % Cas(PO4,C0O3)3(OH,F) — weglano-apatyt

Probka

10199

11 | Probka ';) CaC,04-H,0 — jednowodny szczawian wapnia 91.26 %

11 CaC,04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia
12 Probka CaC,04-H,0 — jednowodny szczawian wapnia 80.63 %
12 CaC,0,4-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia ' 0
Probka , CaC,04-H,0 — jednowodny szczawian wapnia
13 13 }g CaC,04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 82,76 %
Cas(PO4,C0O;3)3(0OH,F) — weglano-apatyt
14 Probka QQ 90 % CaC,04,-H,O - jednowodny szczawian wapnia 7058
14 10 % Ca5(P04,C0O;)3(OH,F) — weglano-apatyt
Probka 65 % CaC,04-H,O — jednowodny szczawian wapnia o
15145 _— o Cas(POs,CO3)(OH,F) — weglano-apatyt 74,98 %
Probka CaC,04-H,0 — jednowodny szczawian wapnia o
16 16 L4 CaC,0,4-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 90,64 %
Probka ™) CaC,0,4-H,0 — jednowodny szczawian wapnia o
17 17 CaC,0,4-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 7545 %
Probka 90 % CsH4N4O3— kwas moczowy 0
18 18 » 10 % CaC,04-H,O - jednowodny szczawian wapnia 81.07%
Probka ” CaC,04-H,0 — jednowodny szczawian wapnia o
19 19 CaC,0,4-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia 78,97 %
o0 | Probka k ] CaC,0,-H,0 — jednowodny szczawian wapnia 8324 %
20 " CaCy04-2H,0 - dwuwodny szczawian wapnia '

Wykonane badania wykazaty, ze w 13 z 20 badanych probek gtownym, a zarazem
jedynym sktadnikiem jest jedno- oraz dwuwodny szczawian wapnia. W 6 probkach
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stwierdzono réwniez obecno$¢ Cas(PO,,CO3)3(OH,F) weglano-apatytu. W probee 18
stwierdzono dodatkowo obecno$¢ kwasu moczowego, ktory jest sktadnikiem domi-
nujgcym. Przeprowadzone badania wykazaly, iz spektroskopia w podczerwieni
z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych baz danych jest skuteczna metoda iden-
tyfikacji sktadu chemicznego kamieni nerkowych. Celowo$é badan podkreséla fakt,
iz znajomo$¢ sktadu chemicznego kamieni nerkowych jest niezwykle istotna dla
pacjentow dotknietych kamicg nerkowag w celu zastosowania odpowiedniej diety
i zapobiegania nawrotom choroby.
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BADANIA PRZESIEWOWE A SREDNIA DLUGOSC ZYCIA
LUDZI

N. GRUSZKIEWICZ!, B. PLASKA', K. SZWED? J. MANDZIUK-NIZINSKA®,
Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Lekarsko- Dentystyczny al. Ractawickie 1,
Lublin 20-059, “Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Farmaceutyczny ul.
Chodzki 1 (Collegium Universum) Lublin 20-059

Abstrakt: Przedstawiono zagadnienie badan przesiewowych i ich wpltyw na mozliwos¢
zwigkszenia $redniej dtugosci zycia populacji ludzkiej. Dokonano przegladu danych
dotyczacych analizy wptywu minimalnej granicy wiekowej dla wykonywanych tego
rodzaju badan i zestawiono to ze $rednig dlugoscia zycia w wybranych krajach. Podano
propozycje dziatan w celu poprawy wydajnosci programu badan przesiewowych.

Whprowadzenie: Badania przesiewowe, zwane réwniez skriningiem (ang. screening),
maja na celu wykrycie choroby badz stwierdzenie podatnosci na nig u 0séb bez zadnych
objawow chorobowych. Tego typu badania sg istotnym elementem w profilaktyce zdro-
wotnej. Umozliwiajg przebadanie duzych grup oséb, a nastgpnie zdiagnozowanie scho-
rzen na wczesnym etapie ich rozwoju, co daje wigksze szanse na skuteczne leczenie.
Obecnie badania przesiewowe wykonywane sg najczesciej u pacjentow w Kierunku moz-
liwoséci wystgpienia nowotwordw tj. rak piersi, rak szyjki macicy czy rak jelita grubego,
a takze w przypadku podejrzen wykrycia cukrzycy, gruzlicy, raka prostaty oraz nowo-
tworow ptuc. Nowotwory staty si¢ gtdéwna przyczyna zgondéw posrod populacji ludzkie;j.
W celu zmniejszenia $miertelnosci zalecane i prowadzone sa badania przesiewowe ma-
jace na celu wczesne wykrywanie nowotwordéw [1]. Prawdopodobnie wiele powszech-
nych badan screeningowych w kierunku raka nie zwigksza $redniej dtugosci zycia pa-
cjentow.

Wyniki: Po analizie baz bibliotek MEDLINE oraz Cochrane dokonano oceny czasu
zycia uzyskanych dla kilku powszechnych badan przesiewowych w kierunku raka: kolo-
noskopii, sigmoidoskopii lub badania krwi utajonej w kale (FOBT) w kierunku raka
jelita grubego; badania przesiewowe w kierunku raka ptuc u palaczy i bytych palaczy;
badanie antygenu swoistego dla prostaty w kierunku raka prostaty i przesiewowe bada-
nia mammograficzne w kierunku raka piersi, pod kierownictwem dr Michaela Bretthaue-
ra oraz jego wspolpracownikow. Ostatecznie W poddanych analizie badaniach wzigto
udziat 2 111 958 uczestnikéw. Dzigki uzyskanym wynikom, opublikowanym w JAMA
Internal Medicine, odkryto ze, sigmoidoskopia byla jedynym testem przesiewowym,
ktory przyniost znaczacy przyrost W ciagu calego zycia: 110 dni. W pozostalych bada-
niach nie stwierdzono istotnych réznic, a rezultaty byty nastepujace: 0 dni w przypadku
mammografii oraz w przypadku badania przesiewowego FOBT, 37 dni w przypadku
kolonoskopii i skriningu w diagnostyce zmian w gruczole krokowym, 107 dni
w przypadku badan przesiewowych w kierunku raka ptuc [2]. Powyzsze wyniki zostaty
przedstawione na rysunku 1. Rak pluc uznawany jest za gldwna przyczyne zgondw
zwigzanych z nowotworami na calym $wiecie, a wskazniki przezycia sg niskie, gtéwnie
ze wzgledu na pdzne stadium diagnozy. Wczesne wykrywanie moze znaczgco poprawic
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wskazniki przezywalnosci, jednakze badania screeningowe W kierunku raka ptuc nie sa
obecnie az tak rozpowszechnione jak mi¢dzy innymi przesiewowe badania mammogra-
ficzne. Z tego powodu coraz wiecej panstw wdraza przeprowadzanie niskodawkowej
tomografii komputerowej (LDCT) wramach programu badan przesiewowych
w kierunku raka ptuc. Jednym z tych krajow jest mianowicie Polska, ktora wniosta istot-
ny wkiad w ten program. Do tej pory w ramach pilotazu w Szczecinie, Gdansku, Pozna-
niu i Warszawie przebadano tacznie prawie 50 000 oséb: u okoto 1% potwierdzono raka
ptuc, a od 64% do 70% zdiagnozowano go w stadium 1. Jest to szczegolnie wazne, gdyz
istnieje wigcej mozliwosci leczenia raka ptuc w jego wczesnym stadium, co poprawia
przezywalnos$¢ pacjentow. Badania przesiewowe raka ptuc mogg by¢ takze wykonane
przy uzyciu RTG a doktadniej CXR (ang. chest X-ray).
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Rys. 1. Dtugos¢ zycia uzyskana dzigki powszechnie stosowanym badaniom przesiewowym w Kierunku raka.

W Stanach Zjednoczonych oraz we Francji zostaty przeprowadzone obie te formy badan
(LDCT oraz CXR) w celu sprawdzenia, ktora jest bardziej skuteczna we wczesnym wy-
krywaniu raka ptuc. W USA zaobserwowano 20% zmniejszenie $miertelnosci z powodu
raka ptuc wérdd oséb z grupy wysokiego ryzyka, natomiast badania we Francji wykazaty
znaczacg przewage LDCT jako metody shuzacej do diagnostyki drobnych zmian [3, 4]. Na
$wiecie jest rozne podejscie do skriningu, przeklada si¢ to na inne przedzialy wiekowe
0sob objetych takimi programami. W Wielkiej Brytanii program przesiewowych badan
zarowno W kierunku raka jelita grubego jak i raka piersi sg przewidziane dla grupy wieko-
wej od 50 roku zycia (Rys. 2). W przypadku diagnostyki zmian w obregbie szyjki macicy
pacjentki od 25 roku zycia sa objete programem profilaktycznym [5]. Tomografia nisko-
dawkowa jako skrining w celu wykrycia guzkow ptuc jest przeznaczony dla pacjentow
w wieku 55 - 74 lat z zastrzezeniem jedynie dla grupy wysokiego ryzyka [6]. W Polsce,
zgodnie z rozporzadzeniem ministra zdrowia, program screeningowy w kierunku diagno-
styki raka jelita grubego jest wykonywany u osob, ktore majg od 50 do 65 lat, chyba ze
U ich najblizszych rozpoznano takg chorobe - wtedy skrining jest przeprowadzany u oséb
objetych ryzykiem pomiedzy 40 a 49 rokiem zycia. W Polsce duze znaczenie ma program
profilaktyki raka piersi (mammografia). Na takie badanie moga zglasza¢ si¢ pacjentki
w wieku 45 - 74 lat. Natomiast cytologi¢ moga wykonywac kobiety w wieku od 25 do 59
roku zycia W ramach badan przesiewowych [7]. Nowa pozycja wsroéd badan przesiewo-
wych w Polsce jest LDCT w kierunku wczesnego wykrycia raka ptuc. Przedziat wiekowy
wyznaczony do tego programu wynosi od 50 do 74 roku zycia [8]. W innym kraju europej-
skim, jakim jest Francja, diagnostyka zmian jelita grubego oraz piersi odbywa sie w wieku
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50 - 74 lata. W przypadku cytologii jest ona wykonywana juz od 25 do 65 roku zycia. Ten
kraj nie honoruje programu badan profilaktycznych w kierunku raka ptuc. Najnizszy wiek
badan jelita grubego sposrod opisywanych krajow jest w USA, ktory wynosi juz od 45 do
75 roku zycia, natomiast jesli lekarz zaleci moze zosta¢ przedtuzony az do ukonczenia
85 lat. Profilaktyczna mammografia jest wykonywana u kobiet w wieku 45 - 54 lat, ale
moze dalej by¢ kontynuowana, gdy stan zdrowia pacjentki na to pozwala. W przypadku
diagnostyki zmian szyjki macicy program taki jest juz przeprowadzany od 25 roku zycia.
Kontrolna tomografia jest przewidziana dla oséb od 50 do 80 lat, ktérzy znajduja si¢
w grupie ryzyka [9, 10].

50
45
40
= Wiek pacjenta objgtego
badaniem przesiewowym
35
30
25
20

Wielka Brytania Stany Polska Francja
Zjednoczone

Rys. 2. Dolna granica wieku w przypadku kolonoskopii w poszczeg6lnych krajach.

Whioski: Wczesna diagnostyka w postaci badan screeningowych, w niektorych choro-
bach wplywa w sposdb znaczacy na poprawe Ssredniej dlugosci zycia. Nowoscia
w Polsce sg badania przesiewowe W kierunku raka phuc, ktorego wczesne rozpoznanie
znaczaco poprawia rokowania. Odpowiednie dofinansowanie, wigcej przeprowadzanych
szkolen personelu medycznego W celu poprawy jego zdolno$ci i umiejetnosci w zakresie
badan screeningowych oraz podnoszenie §wiadomosci spoteczenstwa na temat badan
przesiewowych mogloby zwickszy¢ skuteczno$é, jak i rowniez wydajnos$é tych badan.
Kazde panstwo ma inne podej$cie odnosnie badan przesiewowych. Przyktadem skrajnej
polityki skriningowej sa Chiny, ktore nie honoruja takich programéw, poza profilaktyka
w kierunku raka ptuc. Jako$¢ badan przesiewowych w celu diagnostyki raka nadal nie
jest na pozadanym poziomie W tym kraju. Powyzszy przeglad literatury nasuwa potrzebe
opracowania silnego idobrze zorganizowanego programu badan przesiewowych
w Kierunku raka z migdzy innymi wymagana liczba przeszkolonej sity roboczej [11].
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POTENCJAL ZASTOSOWANIA NANOCZASTECZEK ZX.OTA
W CELU POPRAWY SKUTECZNOSCI TERAPII
FOTODYNAMICZNEJ W LECZENIU NOWOTWOROW

W. GAWRYS, A. ZAJAC, UMCS, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Katedra Ana-
tomii Funkcjonalnej i Cytobiologii, Instytut Nauk Biologicznych ul. Akademicka 19,
20-031 Lublin

Abstrakt: Powszechno$¢ wystepowania oraz wysoka $miertelno$é choréb nowotworo-
wych wymaga ciagglego poszukiwania skutecznych i innowacyjnych metod terapeutycz-
nych. Jedna ze strategii o obiecujacym potencjale w walce z tymi chorobami jest terapia
fotodynamiczna (PDT), ktérej mechanizm opiera si¢ na bezposrednim niszczeniu komo-
rek nowotworowych przy udziale reaktywnych form tlenu (ROS), generowanych dzigki
fotouczulaczom (PS) oraz energii $wietlnej. Cho¢ obecnie metoda znajduje zastosowanie
glownie w leczeniu miejscowych zmian nowotworowych skoéry, intensywnie badany jest
jej potencjat w nowotworach piersi, prostaty, badz ptuc. Wiele dostgpnych zrodet litera-
turowych wskazuje, iz kluczowe znaczenie w zakresie rozwoju terapii PDT ma funkcjo-
nalizacja wykorzystywanych fotouczulaczy, szczegdlnie przy uzyciu narzedzi nanotech-
nologicznych. W przypadku PDT, istotnym znaczeniem wykazujg si¢ nanoczasteczki
ztota. Wedlug obecnie prowadzonych badan, sprzezenie PS z czasteczkami zlota
(AUNPs) pozwoli przezwyciezy¢ wiele probleméw, z jakimi powigzana jest terapia PDT,
ktore skutecznie zmniejszajg jej skuteczno$¢ oraz blokujg powiekszenie obszaru jej wy-
korzystania w leczeniu roznych typow nowotworow.

Woprowadzenie: Choroby nowotworowe, sg obecnie jednym z najpowszechniejszych
zagrozen zdrowia spoteczenstwa i stanowig ogromne wyzwanie dla wspotczesnej medy-
cyny. Ztozono$¢ onkogenezy oraz progresji tych chorob skutkuje wciaz niedostateczng
efektywnoscia leczenia pacjentow, pomimo niezwykle dynamicznego rozwoju r6zno-
rodnych metod terapeutycznych. Wiele dostepnych zrodet literaturowych wskazuje tera-
pie fotodynamiczng (PDT ang. Photodynamic Therapy), jako metode o znaczgcym po-
tencjale w zwalczaniu nowotworéw [1]. Mechanizm PDT polega na generowaniu tok-
sycznych, reaktywnych form tlenu przy udziale specyficznego fotouczulacza (PS ang.
Photosensitizer) oraz $wiatta widzialnego do bezpos$redniego niszczenia komérek nowo-
tworowych [2,3]. Obecnie PDT jest klinicznie zatwierdzona terapia stosowang gtownie
w leczeniu miejscowych zmian nowotworowych skory[4]. Jednakze, jej skutecznoéé
w tym zakresie przyczynita si¢ do rozwoju badan nad potencjalnym wykorzystaniem tej
terapii takze W innych typach nowotwordw takich jak np. rak piersi, prostaty czy ptuca
[5, 6]. Leczenie pacjentow za pomoca terapii PDT wymaga dozylnej, badz miejscowej
iniekcji w obrebie guza, specyficznego dla danego typu nowotworu PS. Wykorzystywa-
ne obecnie w tym celu zwiazki, do ktérych zaliczamy np. porfiryny, chloryny oraz r6z
bengalski, naleza do grupy nietoksycznych barwnikow o pochodzeniu zar6wno natural-
nym, jak i syntetycznym.

Po zlokalizowaniu PS w obrgbie guza, na obszar dotknigty nowotworem zostaje skiero-
wanie $wiatlo widzialne o odpowiedniej dhugosci fali. PS absorbuje §wiatto przechodzac
do stanu wzbudzonego, a nastgpnie przekazuje energi¢ na zlokalizowany w otaczajacej
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tkance tlen czasteczkowy. W rezultacie dochodzi do wytworzenia reaktywnych form
tlenu (ROS ang. Reactive Oxygen Species), ktore dzigki wysokiej reaktywnosci che-
micznej skutecznie uszkadzaja elementy wewnatrzkomérkowe guza, a docelowo powo-
dujg $mier¢ komorek nowotworowych [7]. Akumulacji PS w obrebie guza oraz produk-
cji ROS znacznie sprzyja fakt, iz komoérki nowotworowe wykazuja wigksza podatnosé
na stres oksydacyjny niz zdrowe komorki. Ma to znaczacy wptyw na wydajnos¢ aktywa-
¢ji reakcji immunologicznych, proceséw prowadzacych do hemostazy naczyniowej oraz
szlakow apoptotycznych, umozliwiajacych selektywne niszczenie komorek guza przy
minimalnym uszkodzeniu zdrowych tkanek [2]. Selektywno$¢ ROS wobec komorek
nowotworowych wyr6znia terapi¢ PDT sposrod innych konwencjonalnych metod tera-
peutycznych oraz nadaje jej znaczaca wartos¢ jako potencjalnie skutecznej metody le-
czenia wielu typow nowotworéw W przysziosci [6]. Jednakze, obecnie ta obiecujaca
perspektywa jest znacznie ograniczona, gtéwnie z powodu stosowanych w terapii PDT
fotouczulaczy. Wigkszo$¢ z aktualnie wykorzystywanych w terapii fotodynamicznej PS
jest hydrofobowa, atym samym nierozpuszczalna w warunkach fizjologicznych, co
znacznie utrudnia ich do ustrojows infekcj¢. Ponadto, czesto dochodzi do niespecyficz-
nego lokalizowania si¢ PS w organizmie, co naraza pacjenta na wystapienie dziatan
niepozadanych takich jak uszkadzanie tkanek prawidtowych w przypadku ekspozycji na
$wiatlo widzialne [3]. Ztego powodu, gtéwnym celem W kontekscie rozwoju terapii
PDT jako skutecznej terapii przeciwnowotworowej, stato si¢ odnalezienie rozwiagzania
eliminujacego niekorzystny wptyw oraz poprawienie Skutecznosci fotouczulaczy. Wiele
dostepnych zrédet literaturowych podkresla, ze stanie si¢ to mozliwe dzigki zastosowa-
niu innowacyjnych narzedzi nanotechnologii. Dziedzina nanotechnologii w ciagu ostat-
nich lat cieszy si¢ ogromnym zainteresowaniem W biomedycynie. Technologia ta obej-
muje tworzenie materiatdw W nanometrowej skali, co nadaje im unikalne wilasciwosci.
Dzigki temu, sg one wykorzystywane jako niezwykle funkcjonalne platformy, zwane
réwniez nanono$nikami, umozliwiajace efektywne dostarczanie terapeutykéw do miejsc
docelowych organizmu oraz zwiekszanie ich pozadanego efektu [7,8]. Sposrod rdzno-
rodnych nanoczasteczek badanych w konteks$cie poprawy PDT, wyjatkowym potencja-
tem wyrdzniaja si¢ nanoczgsteczki ztota (AuNPs ang. Gold nanoparticles). AuUNPs sg
syntetyzowane poprzez metody chemiczne, takie jak redukcja chlorku zlota za pomoca
stabilizatora powierzchniowego, ktory zapobiega ich agregacji lub przeniesieniu roztwo-
ru jondéw zlota do fazy organicznej i redukcji. Obecnie coraz czgsciej do redukcji oraz
stabilizacji AUNPs wykorzystywane sa biopolimery, ktore cechuja si¢ znacznie wigk-
szym bezpieczenstwem stosowania [7]. Niezwykle korzystnym okazalo si¢ sprzezenie
czasteczek AuNPs z PS wykorzystywanymi w terapii PDT. Wedlug badan, dostarczenie
kompleksow AuNPs-PS w terapii PDT prowadzi do znacznej poprawy rozpuszczalnosci
PS w wodzie, a takze szybsza oraz zwigkszona akumulacj¢ w docelowym miejscu, czyli
W obrebie tkanki guza. Dziatanie to mozna dodatkowo zintensyfikowaé dzigki odpo-
wiedniej funkcjonalizacji powierzchniowej no$nika PS, czyli AuNPs, np. poprzez zasto-
sowanie przeciwciat specyficznych dla komoérek nowotworowych. AuNPs wyrdzniaja
si¢ sposrod roznorodnych nanoczasteczek wydajng penetracja bton komoérek nowotwo-
rowych, co zapewnia ulokowanie PS w docelowym miejscu i minimalizuje pojawienie
si¢ niepozadanych skutkéw ubocznych u pacjenta. Wykazano, ze zastosowanie AuNPS
jako nos$nikow dla PS, znacznie zwigksza absorpcje¢ §wiatta widzialnego, co prowadzi do
wzrostu ich aktywnosci [9]. Dzigki temu zwigksza si¢ rowniez wydajnos¢ ROS produ-
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kowanych w obrebie tkanki nowotworowej, a tym samym efektywno$é efektu przeciw-
nowotworowego zastosowanej terapii PDT [10] (Rys. 1).

o. W

\éwiatlo widzialne

. AuNPs-PS in

SI&

-y

Tkanka nowotworowa pacjenta Smieré komérek nowotworowych

\ J

a

AuNPs PS

Rys. 1 Mechanizm przedstawiajacy potencjat wykorzystania AuNPs w terapii PDT [opracowanie wiasne].

Whioski: Wysoka skuteczno$é¢ terapii PDT w bezposredniej aktywacji mechanizmow
$mierci komodrek nowotworowych spowodowala W ostatnich latach znaczace
powickszenie obszaru jej potencjalnego wykorzystania klinicznego poza standardowym
leczeniem miejscowych nowotworow skory. Jest to spowodowane dostgpem do coraz
wigkszej ilosci rzetelnych badan oraz zrodet naukowych potwierdzajacych jej potencjat
w leczeniu réznych typow nowotworéw, do ktérych zaliczy¢é mozna np. guzy piersi,
prostaty czy ptuc. Jednakze, wtym celu terapia PDT wymaga przede wszystkim
uprzedniego zoptymalizowania skuteczno$ci, przy rdéwnoczesnym ograniczeniu jej
skutkow ubocznych u pacjentéw. Przedstawiona w pracy technologia sprzezenia
fotouczulaczy z nanoczasteczkami zlota stanowi bardzo obiecujace narzedzie
w ukierunkowaniu rozwoju PDT. AuNPs prezentuja szereg unikalnych wlasciwosci,
ktore sg czynig je doskonalymi kandydatami w zwalczaniu niekorzystnych cech PS oraz
ograniczen terapii PDT. Nanono$niki ztota zwigkszaja skuteczno$¢ dostarczenia PS do
tkanki nowotworowej, podtrzymujac rownoczesnie ich stabilno$¢ oraz minimalizujac
wystapienie skutkoéw ubocznych. Odpowiednie ulokowanie PS przyczynia si¢ do
zwigkszonej syntezy toksycznych, reaktywnych form tlenu w obrgbie tkanki ztosliwe;j,
atym samym zwickszeniu efektu przeciwnowotworowego, czyli $mierci komorek
nowotworowych. W $wietle tych znaczacych implikacji, wiele dostgpnych zrodet
literatury sugeruje, ze postep W technologii nanoczgsteczek zlota moze odegraé
kluczowa role wrozwoju terapii PDT. W efekcie bezposredniego oraz niezwykle
skutecznego dziatania przeciwnowotworowego, terapia ta moze W przyszitoéci stanowié¢
istotne narzedzie W leczeniu réznych rodzajow nowotworow.
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OTRZYMYWANIE EKSTRAKTOW Z WYTLOKOW
WINOGRON DO ZASTOSOWANIA W PROFILAKTYCE
PROCHNICY ZEBOW

J. CZERWONKA!, A. WIATER), M. KUTYLA', K. TYSKIEWICZ?
G. FLORKOWKI? M. TRYTEK!, 'UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Kate-
dra Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej, Akademicka 19, 20-031 Lublin.
’Grupa Badawcza Ekstrakcja Nadkrytyczna, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz - Instytut No-
wych Syntez Chemicznych, al. Tysiaclecia Powstania Polskiego 13A, 24-110 Putawy

Abstrakt: Winogrona zawierajg szereg cennych substancji, ktore podczas produkcji win
nie sg catkowicie wykorzystywane i czgsto sa wyrzucane W postaci odpadow. Takimi
odpadami sg np. wyttoki po maceracji winogron, ktére stanowig rezerwuar substancji
aktywnych. Jedng z metod pozyskiwania takich substancji z odpadéw spozywczych jest
ekstrakcja z uzyciem rozpuszczalnikow organicznych i ptynéw nadkrytycznych. Celem
badan bylo otrzymanie biologicznie aktywnych preparatow, ktére dziataja hamujaco
i/lub bakteriobdjczo na bakterie powodujace prochnicg zebow. W ramach doswiadczen
przeprowadzono ekstrakcje wytlokow winogron z uzyciem nadkrytycznego CO2, wyko-
rzystujac dwa sposoby, ,,metode suchg” oraz ,,metod¢ mokra”. W wyniku tych dziatan
otrzymano dwa rodzaje ekstraktow, z ktorych nastepnie przygotowano osiem prepara-
tow. W celach porownawczych, poza wspomnianymi preparatami, przebadano réwniez
ekstrakty otrzymane metoda ekstrakcji 70% (v/v) alkoholem etylowym. W badaniach
przedstawiono zastosowanie wybranych preparatow, ktore wykazywaly najwickszy
wplyw na bakterie prochnicotworcze. Okreslono minimalne stezenia hamujace (MIC)
i minimalne stezenia biobdjcze (MBC) wobec czterech szczepoéw bakterii z rodzaju
Streptococcus.

Whprowadzenie: W winogronach zawarte sg liczne substancje, ktore bardzo czesto sg
atrakcyjne dla ludzi. Same owoce znajduja zastosowanie W roznych dziedzinach, zarow-
no jako produkt konsumpcyjny, jak isurowiec do produkcji réznorodnych artykutow
spozywczych. Jednakze, W procesie produkcji napojow, takich jak wino, generowane sa
znaczne ilosci odpadow biodegradowalnych, jak np. wytloki pozostajace po maceracji
winogron. Te odpady zawierajg wiele wartosciowych sktadnikow, dlatego wykorzystuje
si¢ je do roznych celow, np. jako dodatek do pasz dla zwierzat czy zrodto biofarmaceu-
tykow. Bogactwo zwigzkow chemicznych zawartych w wytlokach sktania do poszuki-
wania ich alternatywnych zastosowan. Cenne substancje zawarte w takim materiale
odpadowym to migdzy innymi: sacharydy, bialka, pektyny, btonnik, lipidy, kwasy orga-
niczne, witaminy, aldehydy, polifenole i wiele innych [1]. Istnieje kilka metod, ktore
mozna zastosowa¢ do wyodrebniania/izolacji cennych substancji z odpadéw winogro-
nowych. Jedng z nich jest ekstrakcja nadkrytycznym CO2, pozwalajaca na uzyskanie
aktywnych substancji z owocow, bez utraty czy zmiany ich wlasciwos$ci biologicznych
[2,3,4]. Prochnica zgbdw to problem dotykajacy znaczng cze$¢ ludzkosci. Ta choroba
jest szczego6lnie niebezpieczna, gdyz w przypadku braku leczenia moze prowadzi¢ do
powaznych schorzen, takich jak miazdzyca naczyn krwionosnych, choroby serca (np.
zapalenie wsierdzia, niedomykalno$§¢ zastawek), choroby nerek, problemy okulistyczne
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czy choroby stawow. W zwiagzku z tym, nadal poszukiwane sa nowe, alternatywne roz-
wigzania W zwalczaniu prochnicy. Jednym z takich rozwigzan jest stosowanie ekstrak-
tow lub czystych substancji pochodzacych z materiatu roslinnego [5]. To podejscie jest
szczegolnie atrakcyjne dla osob unikajacych srodkoéw higieny jamy ustnej zawierajacych
chemiczne substancje przeciwdrobnoustrojowe, takie jak fluor czy chlorheksydyna [6,7].

Cze$¢ eksperymentalna: Wytloki po maceracji winogron (Vitis vinifera), szczep seyval
blanc, pochodzily z winnicy ,,Dwa wzgoérza” zlokalizowanej W miejscowosci Modlibo-
rzyce (powiat janowski, woj. lubelskie). Wytloki winogron przed procesem ekstrakcji
zliofilizowano. Ekstrakcje wyttokéw winogronowych prowadzono w Lukasiewicz — INS
na instalacji do ekstrakcji nadkrytycznym dwutlenkiem wegla o pojemnosci ekstrakto-
ra 1L. Czgé¢ preparatow otrzymano Z ekstraktu otrzymanego za pomoca tzw. ,,metody
suchej”, a druga czegs¢ z substancji ptynnej otrzymanej metoda ,,ekstrakcji mokrej” nad-
krytycznym CO? (Rys.1). Zastosowano temperature ekstrakcji wynoszaca 50°C
i ci$nienie 300 bar. Ekstrakcje prowadzono przez 58 min. Rezultatem procesu bylo uzy-
skanie wydajnosci ekstrakcji na poziomie 14,46% (liczona jako masa ekstraktu do masy
wsadu do ekstrakcji) (Rys.2). Wytloki winogronowe poddano rowniez ekstrakcji
z dwutlenkiem wegla modyfikowanym przez dodatek wody (ok. 1%) do strumienia CO2
w celu uzyskania frakcji polifenolowej. Po ekstrakeji dwutlenkiem wegla w stanie nad-
krytycznym uzyskano dwie substancje, z ktorych nastgpnie przygotowano 8 rdznych
probek do dalszych badan. W celach poréwnawczych przeprowadzono takze ekstrakcje
rozpuszczalnikowa przy uzyciu 70% roztworu alkoholu etylowego. Do dwodch kolb
Erlenmayera odwazono po 24 g liofilizatu wytlokow winogronowych. Dodano 70%
roztwor alkoholu etylowego wilosci po 216 ml ipoddano maceracji na wstrzgsarce
(170 RPM) w 30°C przez 2 dni. Nastepnie roztwér przesaczono, filtrat odwirowano
otrzymujgc produkt ptynny EA1 z wydajnoscig ekstrakcji 7,42% (masa suchego ekstrak-
tu do masy wsadu do ekstrakcji). Nastepnie potowe ptynu zat¢zono na wyparce proz-
niowej, w warunkach 50 mbarow, 40°C i 110 obrotéw/min. Po odparowaniu etanolu
i wody otrzymano oleisty osad, ktory rozpuszczono w 38 ml 70% alkoholu etylowego
otrzymujac W ten sposob kolejny preparat EA2. W nastgpnym etapie badan przeprowa-
dzono skrining otrzymanych preparatow (Es, Esl, Es2, Es3, Em, Eml, Em2 oraz
z dodatkiem Tweenu 80: Es1T, Es3T, Es4T) w celu wybrania najbardziej aktywnych
substancji, o najwigkszym hamujacym wptywie na wzrost danego szczep bakterii proch-
nicotworczych. W przeprowadzonych badaniach uzyto cztery referencyjne szczepy bak-
terii prochnicotworczych: Streptococcus mutans CAPM 6067 i S. sobrinus CAPM 6070
(CAPM, Czeska Kolekcja Mikroorganizméw Zoopatogennych, Brno, Czechy), S. sobri-
nus DSMZ 20381 (DSMZ, Niemiecka Kolekcja Mikroorganizmow i Kultur Komorko-
wych, Braunschweig, Niemcy) oraz S. sanguis ATCC 10556 (ATCC, Amerykanska
Kolekcja Hodowli Komdrkowych, Manassas, VA, USA). Na poczatku zastosowano
dwie metody skriningowe: metode krazkows i metode dolkows. Zaobserwowano, iz
metoda dotkowa daje znacznie gorsze efekty, w zwiazku z czym dalszg oceng aktywno-
$ci preparatow przeciwko bakteriom Streptococcus wykonywano przy uzyciu metody
krazkowej. W koncowym etapie okreslono minimalne st¢zenie hamujace (MIC) oraz
minimalne st¢zenie bakteriobojcze (MBC) dla najlepiej dziatajacych substancji,
z uzyciem plytek 96-dotkowych (Tab.2).
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Rys. 1. Schemat otrzymywania badanych substancji pozyskanych w wyniku ekstrakeji wyttokéw z winogron
nadkrytycznym dwutlenkiem wegla, w tak zwanej ,,suchej ekstrakcji” i w metodzie ,,na mokro”.
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Rys. 2. Poréwnanie wydajnosci ekstrakcji wyttokow winogronowych z uzyciem nadkrytycznego CO,
i alkoholu etylowego [% w/w].

Wyniki: Na rysunku 3, przedstawiono wyniki badania skriningowego metoda dotkowa,
ktora okazata si¢ metoda mniej efektywna w poréwnaniu do metody krazkowej. Na
rysunku 4 przedstawiono wyniki metody krazkowej dla poszczegdlnych szczepow bak-
terii Streptococcus sobrinus 6070, S. sobrinus 20381 S. sangius 10556 i S. mutans 6067.
Najbardziej aktywng substancjg dla szczepoéw 20381, 6070 i 6067 bylo Es2, zas dla
10556 Ea2. Dzieki zebranym informacjom z badania skriningowego wyselekcjonowano
odpowiednie preparaty wykazujgce najwyzszg aktywno$¢ antybakteryjng w stosunku do
poszczegolnych szczepow bakterii (Tab.1). Dla szczepu S. sobrinus 20381 sg to prepara-
ty: Es2, Es2T, Em2, EA1; dla szczepu S. sobrinus 6070 sa to preparaty: Es2, EA2; dla
szczepu S. mutans 6067 preparaty: Es2, Es2T, Es4; za$ dla szczepu S. sangius 10556
preparaty: Em1, EA2. Wyniki dotyczace MBC oraz MIC przedstawiono w tabeli 2.
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Metoda dotkowa
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Rys. 3. Ocena aktywnosci biologicznej preparatow otrzymywanych z wyttokow winogron wobec bakterii
S. sobrinus 20381 z zastosowaniem metody dotkowe;.

Metoda krazkowa

w

Rys. 4. Skrining aktywnosci biologicznej preparatow otrzymanych z wytlokow winogron wobec bakterii
Streptococcus sobrinus (20381; 6070), Streptococcus mutans (6067) i Streptococcus sangius (10556). Strefa
zahamowania wzrostu [mm].

Tabela 1. Zestawienie wybranych preparatow wykazujacych najwyzsza aktywno$¢ wobec konkretnego szcze-
pu bakterii Streptococcus.

Szczep S- Z%gg;us S. sobrinus 6070 S. mutans 6067 S. sangius 10556
Wyselekcjono- | Es2; Bs2T; Em2; Es2; Ea Es2; Es2T; Esd Em1; EA2
wane preparaty EA1.

Tabela 2. Zestawienie minimalnych stezen hamujgcych (MIC) oraz minimalnych stezen bakteriobojczych
(MBC) preparatow wobec bakterii z rodzaju Streptococcus.

Szczep Rodzaj preparatu ('\r/g;:ml) ?/Imlé:/ml)
S. sobrinus Es2- substancja o konsystencji pasty rozpuszczona 0,85 0,85
20381 w etanolu
Es2T- substancja o konsystencji pasty rozpuszczona 0,85 0,85
w etanolu z dodatkiem Tweenu 80
Em2- ekstrakt z metody ,,na mokro” rozpuszczony 05 0,25
w etanolu
EA1- preparat niezat¢zony, otrzymany po ekstrakcji 70% 0,85 0,425
etanolem
S. sobriunus Es2- substancja o konsystencji pasty rozpuszczona 0,45 0,45
6070 w etanolu
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EA2 - preparat zat¢zony, otrzymany po ekstrakcji 70% 4,5 2,25
etanolem
S. mutans Es2- substancja o konsystencji pasty rozpuszczona 0,9 0,45
6067 w etanolu
Es2T- substancja o konsystencji pasty rozpuszczona 0,9 0,45
w etanolu z dodatkiem Tweenu 80
Es4- substancja o konsystencji pasty rozpuszczona 0,2 0,1
w metanolu
S. sangius Em1- ekstrakt z metody ,,na mokro” rozpuszczony 05 0,5
10556 w DMSO
EA2- preparat zat¢zony, otrzymany po ekstrakcji 70% 9 9
etanolem

Whioski: Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdza sie, ze otrzymane z wyttokow
winogron preparaty maja hamujacy wptyw i bakteriobojcza aktywnos$¢ w stosunku do
bakterii powodujacych prochnice zeboéw. Wyselekcjonowane preparaty w najwigkszym
stopniu ograniczaly wzrost szczepow bakterii S. sobrinus oraz S. mutans, ktére wykazu-
ja zwigkszong wrazliwo$¢ na badane substancje. Na szczegdlng uwage zastuguja prepa-
raty otrzymane z ekstrakcji nadkrytycznym dwutlenkiem wegla ,,metodg na sucho” roz-
puszczone W metanolu lub etanolu, ktére wykazuja wyzsza aktywnos$¢ niz preparaty
uzyskane przy uzyciu 70% (v/v) etanolu. Wytloki po maceracji winogron posiadaja
substancje czynne, ktore wykazuja wlasciwosci hamujace oraz biobdjcze wobec bakterii
prochnicotworczych. Jednak efektywno$é dziatania ptyndéw na bazie takich substancji
w profilaktyce prochnicy zebow, W duzym stopniu uzalezniona jest od sposobu ich
otrzymywania.
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ZNACZENIE OBRAZOWANIA TECHNIKA REZONANSU
MAGNETYCZNEGO (MRI, MR) W DIAGNOSTYCE
NOWOTWOROW

W. JAROSZ, K. ZAMLYNSKA, UMCS, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra
Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, UMCS, Wydziat Biologii
i Biotechnologii, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Abstrakt: Obrazowanie magnetycznym rezonansem jadrowym (MRI, ang. magnetic
resonance imaging) jest niecinwazyjng metoda odzwierciedlenia wnetrza ciata, ktora
wykorzystuje pole magnetyczne i fale radiowe. Obrazy uzyskane ta technika dostarczaja
szczegotowych informacji dotyczacych anatomii i funkcji tkanek. MRI jest czgsto
porownywane Z tomografia komputerowa (metoda obrazowania warstwowego - TK,
CT). Obydwie techniki pozwalaja ,zajrze¢” w glab ludzkiego ciata, aczkolwiek
wykorzystuja rézne rodzaje promieniowania. W TK nos$nikiem energii jest
promieniowanie rentgenowskie (fale X), ktore stosowane zbyt czesto lub w wysokich
dawkach moze prowadzi¢ do uszkodzen DNA. Ztego powodu TK nie moze byé
wykonywane w matych odstgpach czasu oraz u kobiet wcigzy. MRI umozliwia
uzyskanie obrazow bez udzialu promieniowania jonizujacego, dlatego posiada opini¢
techniki bezpiecznej iobojetnej dla organizmu [1]. Badanie mozna wykonywaé
wielokrotnie.  Jedynym przeciwwskazaniem jest wszczepiony rozrusznik serca,
neurostymulator, aparat stuchowy, pompa insulinowa itp. Zaréwno MRI i TK daja
bardzo doktadny, tréjwymiarowy obraz. Aczkolwieck MRI czgsto umozliwia
identyfikacje zmian (np. guzow) niewidocznych w TK. MRI jest jedynym badaniem,
dzigki ktéremu mozna doktadnie zbada¢ migénie, stawy, wigzadta i §ciggna, jak rowniez
dostrzec ich uszkodzenia. W onkologii uchodzi za technike¢ uniwersalna, ktora obejmuje
niemalze wszystkie narzady m.in. jelito (cienkie i grube), trzustke, watrobg, nadnercza,
osrodkowy uktad nerwowy. Umozliwia takze obrazowanie W obrebie catego ciala, co ma
istotne znaczenie w lokalizacji przerzutow.

Whprowadzenie: Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR, ang.
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) jest jedng z metod spektroskopii
absorpcyjnej. Oparta jest na zjawisku rezonansu magnetycznego, ktory wykazuja jadra
posiadajace niezerowy moment magnetyczny, umieszczone W silnym statym polu
magnetycznym [2]. W medycynie zjawisko rezonansu magnetycznego wykorzystywane
jest m.in. wtechnice obrazowania MRI. Podwaliny tej metody opracowali Paul
Lauterbur USA oraz Peter Mansfield z Wielkiej Brytanii, ktorzy w 2003 roku za swoje
odkrycia zostali uhonorowani Nagroda Nobla. Wynalezienie tej nowoczesnej metody
obrazowania spowodowalo znaczacy przetom zaréwno w diagnostyce jak i badaniach
medycznych [3]. W  MRI najpowszechniej wykorzystywane sa wlasciwosci
magnetyczne atomow wodoru, ktory znajduje sie w kazdej zywej komoérce. Badanie
wykonuje si¢ za pomocg aparatu MRI, ktoéry poréwnywany jest do wielkiego
elektromagnesu (Rys. 1). Po uruchomieniu generuje on pole magnetyczne
0 odpowiedniej czestotliwosci, dzigki czemu protony znajdujgce si¢ wewnatrz tkanek
poruszaja si¢ W okreslony sposob. Gdy wracaja do pozycji wyjSciowe], generowane s3
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fale radiowe odbierane przez detektor. Zarejestrowane sygnaly s3 nastepnie
przeksztalcane w obrazy przestrzenne za pomoca odpowiedniego oprogramowania.
Podstawg do otrzymywania réznych obrazéw jest odmienna struktura chemiczna materii
(np. czgséci ciata), w ktorej znajduja si¢ analizowane protony. Dobor odpowiednich
parametréw pomiarowych tzw. sekwencji (modulowanie pol magnetycznych, czasow,
cewek nadawczo-odbiorczych) umozliwia uzyskanie niezbgdnych danych potrzebnych
do otrzymania bardzo dokladnych obrazéw konkretnych narzadow, ich fragmentow,
a nawet warstw np. warstw mozgu.

Rys. 1. Schemat systemu MRI [1].

Biorac pod uwage podstawowe parametry obrazowania, ktorych dobor zalezy od
obrazowanej czg¢$ci ciata, wyrdznia si¢ m.in.:

- obrazy T1-zalezne, otrzymywane glownie W celu wizualizacji anatomii mozgu, istota
biata widoczna jest w jasnych kolorach, istota szara w ciemnych, ptyn mozgowo-
rdzeniowy wyraznie ciemny. Obrazy te pozwalaja na rozpoznanie obrzgku mozgu,
ropienia czy guza;

- obrazy T2-zalezne, na ktorych istota biata jest widoczna jako ciemna, za$ istota szara
i ptyn mézgowo-rdzeniowy sa wyraznie jasne. Za pomocg obrazowania T2 rezonansem
magnetycznym mozna zobaczy¢ np. fazy powstawania krwiaka badz odr6znié torbiel od
guza;

- FLAIR (ang. fluid-attenuated inversion recovery), wtym typie MRI obszary
charakteryzujace si¢ matg zawartoscia wody widoczne sa jako ciemniejsze, natomiast
obszary zjej duza iloscig jako jasniejsze. Obrazowanie W tej sekwencji jest czesto
wykorzystywane w diagnostyce chor6b demielinizacyjnych [4].

Liczne udoskonalenia techniki MRI pozwolity na rozpowszechnienie nowoczesnych
technik obrazowania MRI, takich jak: sekwencje 3D echa gradientowego (3D T1 GRE,
ang. gradient recalled echo); sekwencje stanu zrownowazonego (ang. true-FISP, true fast
imaging with steady state free precession, balanced FFE, FIESTA); obrazowanie
dyfuzyjne (DWI, ang. diffusion weighted imaging); obrazowanie za pomoca sekwencji
echa planarnego (EPI, ang. echo planar imaging), wykorzystywane gtoéwnie w
diagnostyce schorzen jamy brzusznej [5]. Obecnie MRI jest jedng z najwazniejszych
metod diagnostyki obrazowej, pozwalajacej na bardzo szczegdtowa wizualizacje tkanek
migkkich oparta na wielu parametrach kontrastu, mozliwoscia wizualizacji W réznych
orientacjach przestrzennych oraz dostarczajacej danych 2- i 3- wymiarowych. Znaczenie
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MRI w imponujacy sposob odzwierciedla stale rosngca liczba instalacji aparatow MRI.
W Polsce przed rokiem 2013 przypadato 3,7 aparatow MRI na milion mieszkancow,
wroku 2013 wspotczynnik ten wynosit 7 [6] istale rosnie. MRI jest metoda
kompleksowa, dzigki ktorej mozliwa jest ocena wielu roznorodnych parametrow.
Technika ta pozwala na ocen¢ strukturalng, jak iczynno$ciowa. Ocena strukturalna
opiera si¢ na ocenie wzmocnienia kontrastowego (nie tylko po podaniu tradycyjnych
zwiazkow kontrastowych) oraz na wykrywaniu obecnosci tkanki ttuszczowej lub zelaza.
Diagnostyka czynno$ciowa umozliwia analize parametréw, ktérych czgsto nie da sie¢
oceni¢ za pomocg innych metod. Przyktadem tego typu diagnostyki jest technika DWI
(ang. diffusion weighted imaging), ktora odgrywa istotng role w wykrywaniu
nowotworow. Pozwala na ocen¢ dyfuzji czasteczek wody W przestrzeni
pozanaczyniowej (zewnatrzkomorkowej). Jednym z czynnikéw wplywajacych na
ograniczenie dyfuzji w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej jest m.in. zwigkszona liczba
komorek, co moze wskazywaé na obecno$¢ nowotworu. DWI jest stosowane
w onkologii, w celu wykrycia nieprawidtowych ognisk w réznych narzadach oraz do
odréznienia zmian tagodnych od ztosliwych [7]. Jelito cienkie obrazuje si¢ dzigki
zastosowaniu dwoch technik: enteroklizy i enterografii, ktore réznig si¢ sposobem
podania kontrastu. W przypadku enteroklizy srodek kontrastowy podaje si¢ przez sonde
zatozong do petli jelita cienkiego, podczas gdy W enterografii podaje si¢ go doustnie [8].
W technikach tych wykorzystuje si¢ roézne $rodki kontrastowe, tj. ptyny
wieloelektrolitowe, roztwory metylocelulozy, sole baru czy czasteczki tlenku zelaza.
Podanie $rodka kontrastowego przez cewnik umozliwia bardzo dobry kontrast jelita
cienkiego poprzez jego rozdecie, aczkolwiek powoduje dyskomfort pacjenta. Z tego
powodu czeSciej stosuje si¢ enterografie. NajczeSciej stosowanymi sekwencjami
pozwalajagcymi na uzyskanie najlepszych obrazow jelita sg: true-FISP, sekwencja
HASTE oraz trojwymiarowa T1-zalezna sekwencja echa gradientowego (3D T1 GRE).
Zaroéwno enterokliza, jak ienterografia cechuja si¢ wysoka czutoscig w wykrywaniu
nowotworow i polipoéw jelita cienkiego. Do obrazowania jelita grubego stosowana jest
kolonografia MRI. Wykorzystuje ona te same sekwencje co w badaniach jelita
cienkiego. Badanie wykonuje si¢ dwoma technikami: jasnego $wiatta (bright-lumen)
i ciemnego $wiatla (dark-lumen). Technika jasnego $wiatta wymaga doodbytniczego
podania pozytywnego S$rodka kontrastowego (np. chelatu gadolinu). Tego typu
obrazowanie wykonuje si¢ przy uzyciu sekwencji 3D T1 GRE. Nieprawidlowosci $ciany
jelit sa widoczne jako ciemne na tle jasnego Swiatla jelit. W technice ciemnego $wiatta
jelito grube wypetnione jest woda, powietrzem badz dwutlenkiem wegla, a nastgpnie
dozylne podawany jest $rodek kontrastowy, ktory poprawia wizualizacj¢ zmian
wystepujacych  w Scianie  jelita. Technika ta umozliwia okreSlenie stopnia
zaawansowania nowotworu i obecno$¢ ewentualnych przerzutow odlegtych. Rak jelita
grubego czesto daje przerzuty do watroby. Watrobe obrazuje sie czesto technikg DWI ze
wzmocnieniem kontrastowym — zwiazkami hepatotropowymi, badZz zwigzkami
0 powinowactwie do uktadu siateczkowo-srédblonkowego. DWI jest uznawane za
najskuteczniejsza metod¢ wykrywania zmian nowotworowych watroby, jest takze
przydatne w ocenie charakteru uwidocznionych juz zmian [9]. MRI jest nieodzownym
narzedziem stosowanym do wykrywania, réznicowania i przedoperacyjnej oceny guzow
mozgu. Pozwala na okreslenie ich zaawansowania miejscowego, stosunku do szlakow
istoty bialej (traktografia MR) czy tez waznych o$rodkéw korowych, odpowiedzialnych
za ruch, mowe, stuch iwzrok. Umozliwia takze charakterystyke struktury guza.
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W diagnostyce tego typu nowotworéw zazwyczaj wykorzystuje si¢ technike DWI oraz
metoda tensora dyfuzji (DTIL, ang. tractography, diffusion tensor tractography). DTI
polega na mapowaniu przebiegu wiokien istoty bialej, co umozliwia lekarzowi
zaplanowanie zabiegu chirurgicznego (np. usunigcia guza). Kolejng technikg jest
protonowa spektroskopia rezonansu magnetycznego (MRS) pozwalajaca na
nieinwazyjne badanie sktadu chemicznego moézgu. Umozliwia ocen¢ st¢zenia niektorych
metabolitow np. N-acetyloasparaginiany (NAA), choliny, kreatyny, alaniny. W zmianach
nowotworowych w moézgu dochodzi do znaczacego zwigkszenia stosunku choliny do
kreatyny oraz obnizenia ste¢zenia NAA. MRS najczesciej wykorzystuje sie
W réznicowaniu miedzy odrostem guza (najczesciej pooperacyjnym)
a nienowotworowymi zmianami. Badanie to umozliwia takze odréznienie guzoéw mozgu
od innych zmian (np. udaru, ropienia lub nietypowych ognisk demielinizacyjnych) oraz
oceng¢ ich stopnia zto§liwosci [1; 9; 7]. Nowotwory ztosliwe najczesciej identyfikuje sie
wykorzystujac akwizycje obrazu za pomocg sekwencji odwroconej inwersji typu STIR,
oraz sekwencji DWI w ptaszczyznach czotowych. Przyktadem innej techniki majacej
znaczenie przy tego typu nowotworach jest WB MRI (ang. whole-body magnetic
resonance imaging) z pozytonowa tomografig emisyjng, ktora umozliwia takze wykrycie
przerzutéw do innych narzadow [2, 10].

Whioski: MRI to bezbolesna, nieinwazyjna ibezpieczna dla organizmu metoda
obrazowania, ktora znajduje bardzo wiele zastosowan. Mimo wysokich kosztow
w poréwnaniu z innymi formami obrazowania stanowi nieodzowny warsztat dla lekarzy.
Umozliwia wykrycie wielu zmian, w tym nowotworowych i schorzen, co pozwala na
dobor wlasciwej strategii leczenia oraz zwigksza szanse pacjenta na powrdt do zdrowia.
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ROZNOKIERUNKOWE ZASTOSOWANIE KOMPOZYTOW
NA BAZIE HYDROKSYAPATYTU

A. BIEDRZYCKA, E. SKWAREK, UMCS, Wydzial Chemii, Katedra Radiochemii
i Chemii Srodowiskowej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie , 20-031 Lublin

Abstrakt: Artykut przedstawia mozliwosci aplikacyjne kompozytéw na bazie hydrok-
syapatytu, ktorego glownym skladnikiem jest fosforan wapnia. Zwiazek ten wyrdznia si¢
wysoka stabilno$cia, reaktywnoscia, doskonala zdolnoscia do adsorpcji, duza po-
wierzchnia, przystepng ceng, biodegradowalnos$cig oraz posiada przyjazne dla srodowi-
ska metody syntezy. Kluczowym czynnikiem, ktory sprawia, ze jest on niezwykle popu-
larny w medycynie to biokompatybilno$¢. Dlatego tez, istnieja liczne doniesienia o jego
mozliwosci wykorzystania jako no$nik lekow, material na implanty kostne oraz pokry-
cia. Znajduje tez zastosowanie W bioobrazowaniu, inzynierii tkankowej oraz w metodach
separacji. W szczegodlnos$ci jego zdolnosci adsorpcyjne pozwalajg na skuteczne usuwanie
jondéw metali, radionuklidow, zwigzkow organicznych, jak i nieorganicznych. Mimo
licznych zalet, hydroksyapatyt odznacza si¢ jednakze stabg twardoscia, matg wytrzyma-
toscia na rozciaganie, atakze trudnoscia w jego odzyskaniu z roztworéw wodnych.
Z uwagi na powyzsze cechy opracowuje si¢ liczne modyfikacje celem poprawy jego
wlasciwosci oraz poszerzenia horyzontu zastosowan. Praca ta podkresla wszechstron-
nos¢ hydroksyapatytu W potaczeniu z r6znymi materiatami oraz wskazuje na jego mocne
i stabe strony, a takze na potencjat do dalszego rozwoju.

Woprowadzenie: Hydroksyapatyt (Hap) jest powszechnie znanym mineratem fosforanu
wapnia. Nalezy do grupy apatytow i odznacza sie wzorem Cajo(PO4)s(OH),. Hap jest
czescig ludzkich kosci, w tym zeboéw i nadaje im wytrzymato$¢ mechaniczng oraz trwa-
tos¢. Ogotem, istnieje kilka dominujacych zwigzkow wsrdd fosforandow wapnia, tj. fos-
forany trojwapniowe, dwufazowe fosforany wapnia lub fosforany czterowapniowe. Jed-
nakze, kazdy z tych materiatow wykazuje inne wiasciwosci. Ponadto, istnieja pewne
roznice W ich dziataniu. Badania wykazaty, ze hydroksyapatyt jest bardziej popularny ze
wzgledu na swoje wilasciwosci, tj. stabilnos¢, reaktywnos¢, duza zdolnos¢ adsorpciji,
duza powierzchnig oraz niski koszt wytwarzania. Ponadto, jest biodegradowalny, przyja-
zny dla $rodowiska i moze by¢ syntetyzowany réznymi metodami, ktore nie wymagaja
agresywnych substancji. Co wigcej, jego biokompatybilno$¢ ma ogromne znaczenie. Ze
wzgledu na swoje wiasciwosci hydroksyapatyt jest wykorzystywany w wielu gateziach
przemystu i zycia cztowieka. W medycynie znajduje zastosowanie jako system dostar-
czania lekow i gendw, materiat powlokowy i implant kostny. Co wiecej, Hap moze by¢
wykorzystywany w bioobrazowaniu, rezonansie magnetycznym, inzynierii tkankowej,
separacji komorek czy metodzie hipertermii. Ze wzgledu na swoje zdolnosci sorpcyjne
Hap moze by¢ wykorzystywany jako adsorbent. W literaturze opisano adsorpcj¢ jonow
metali, m.in. chromu, otowiu, kadmu, niklu, cynku, aluminium, miedzi, kobaltu, zelaza,
manganu czy baru. Dodatkowo, hydroksyapatyt okazat si¢ skutecznym adsorbentem
W procesach usuwania radionuklidow, np. uranu, cezu, strontu, jodu. Co wigcej, zdol-
no$¢ sorpcyjna zwigzkoéw organicznych byta réwniez badana przez r6znych naukowcow,
a takze substancji nieorganicznych, tj. fluorkéw, selenu. Hydroksyapatyt wydaje si¢ by¢
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idealnym materialem. Ma on jednak rowniez pewne wady. Najwazniejsze Z nich to staba
wytrzymato$¢ i odporno$¢ na rozciaganie. Ponadto wystepuja pewne trudno$ci podczas
oddzielania go od roztworu. Dlatego tez opracowano liczne modyfikacje hydroksyapaty-
tu w celu poprawy jego wlasciwosci i poszerzenia horyzontu jego zastosowan [1,2].

Woprowadzenie: Adsorpcja jest uwazana za jedng z najbardziej skutecznych metod
usuwania zanieczyszczen W srodowisku. Sposréd innych metod wyrdznia si¢ tatwoscia
przeprowadzenia, niskim kosztem, wydajnoscig i uniwersalnoécig. W dzisiejszych cza-
sach jest to istotna kwestia ze wzgledu na rosnaca ilo$¢ zanieczyszczen W srodowisku.
Wiele substancji lub jonéw metali przedostaje si¢ do ekosystemu z przemystu, medycy-
ny lub w wyniku wypadku. Niektore z nich mogg by¢ trujace i powodowaé choroby.
W zwiazku ztym istotne jest opracowanie procesow skutecznego oczyszczania
z wykorzystaniem odpowiednich adsorbentéw [3]. Potaczenie hydroksyapatytu i tlenku
zelaza (Fe,O3 lub Fez0,4) pozwala uzyskaé¢ wielofunkcyjny materiat typu rdzen-powtoka,
w ktorym tlenek Zelaza stanowi rdzen, a hydroksyapatyt warstwe zewngtrzna. Co wigcej,
dodatek Fe,O3 lub FesO4 nadaje materialowi wlasciwosci magnetyczne, co jest wazne
W procesach separacji ze wzgledu na mozliwos$¢ zastosowania zewngtrznego magnesu
do usunigcia adsorbentu z roztworu. Badania donoszg o zastosowaniu wspomnianego
materiatu jako adsorbentu jonow Cd, Pb, Cu, Ni, Mn, ale takze radionuklidéw, np. U.
Ponadto, istnieja prace poruszajace problematyke adsorpcji jondw azotanowych, kwasu
humusowego, barwnikow oraz zwigzku biologicznego takiego jak katechina [4].

Zostal zaproponowany roéwniez inny rodzaj kompozytu na bazie hydroksyapatytu,
a mianiowicie Zn/Fe,O4/Hap. Ten material przebadano pod katem adsorpcji oleju
i kadmu. Wyniki byty obiecujace [5]. Z kolei, Foroughti i inni zaprezentowali kompozyt
CoFe,04/Hap. Wyniki dotyczyly adsorpcji cynku [6]. Podobny kompozyt zostat takze
wykorzystany w badaniach nad sorpcja niklu [7]. Ciekawe podejscie zostato rowniez
zaprezentowane przez Akartasse iinnych. Badania te przedstawiaja materiat
Hap/chitosan/glicerol, ktory postuzyt do zbadania adsorpcji jonow Cd i Zn [8]. Z kolei,
kompozyt sktadajacy si¢ z hydroksyapatytu oraz biowegla zostal otrzymany przez Liao
i innych. Badania poruszyly mozliwo$¢ zastosowania materialu jako adsorbentu jonow
uranu [9]. Interesujacym rozwigzaniem okazat si¢ by¢ kompozyt Hap/ alginian sodu,
ktory zostal wykorzystany w procesach usuwania jonéw Cd [10]. Istnieja rowniez roz-
wigzania modyfikacyjne, gdzie umieszcza si¢ poszczegélne jony metali na powierzchni
hydroksyapatytu. Taki kompozyt zostal zaprezentowany przez Zhu i innych. Ich materiat
zawieral dodatkowo jony strontu i zostal wykorzystany W procesie adsorpcji otowiu
[11]. Zastosowania zmodyfikowanych kompozytéw hydroksyapatytu nie mozna ograni-
czy¢ jedynie do proceséw adsorpcyjnych. Ogromne znaczenie majg one takze
w medycynie. Biokompatybilne materiaty odgrywaja kluczowa role w rozwoju innowa-
cyjnych terapii i technologii. Jednym z najbardziej obiecujacych materialow stosowa-
nych w tym obszarze jest hydroksyapatyt. Charakteryzuje sie on jednak niezadowalajg-
cymi wlasciwo$ciami mechanicznymi. Dlatego naukowcy szukaja pewnych ulepszen
i modyfikacji w celu opracowania bardziej wydajnych materiatéw. Niektore z nich zo-
staty przedstawione ponizej. W literaturze opisano szereg kompozytow na bazie hydrok-
syapatytu, ktore zostaly przetestowane pod katem transportu lekéw w organizmie czto-
wieka. Jednym z nich jest kompozyt Fe;0,/SiO,/Hap. Eksperyment dotyczyt wiazania
i uwalniania leku przeciwzapalnego - sulfazaliny. Wyniki wykazaty, ze substancja wia-
zala si¢ na powierzchni kompozytu z wydajnoscia 59,1% [12]. Z kolei, w innym badaniu
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zaprezentowano materiat Hap/MgFe,0,. Zostal przetestowany pod katem proceséw
tadowania iuwalniania ibuprofenu zjego powierzchni. Interakcje migdzy lekiem
a adsorbentem opieraty si¢ gtéwnie na oddzialywaniach wodorowych. Gléwnym wnio-
skiem byt fakt, ze proces uwalniania leku jest silnie uzalezniony od wielkosci porow
i rozwinigcia powierzchni materiatu nosnego [13]. Inne kompozyty pojawiajace si¢
w badaniach nad dostarczaniem lekéow to, m.in. ferryt kobaltu/magnetyt/Hap,
Hap/Si/nanorurki weglowe, chitosan-alginian/Hap. Co wigcej, istnieje wiele artykutow
na temat réznych kompozytow hydroksyapatytowych, ktére potencjalnie moga znalezé
zastosowanie w ortopedii. Wickszo$¢ z tych prac ma charakter wstepny. Ponizej przed-
stawione zostang najpopularniejsze kompozyty hydroksyapatytowe o potencjalnym
zastosowaniu w procesach regeneracji kosci iimplantach. Dobrymi wlasciwosciami
bioaktywnymi wykazat sie kompozyt Hap/Fe;O4. Wykazano, ze materiat ten nadaje si¢
do zastosowania w procesie regeneracji kosci [14]. Inne rozwigzanie zostalo zapropo-
nowane przez Sadeghi iinnych, ktoérzy otrzymali kompozyt polikaprolak-
ton/zelatyna/Hap. Stabilno$¢ termiczna i wlasciwosci mechaniczne byly znacznie lepsze
po polaczeniu trzech substancji. Testowane rusztowanie wykazywato doskonatg bio-
kompatybilnoé¢ z komérkami i wspierato ich proliferacje. Co wigcej, hodowane komorki
bezproblemowo przylegaty do rusztowania i infiltrowaty jego porowata strukture. Uzy-
skane wyniki badan sprawiaja, ze material ten jest obiecujacym rozwigzaniem
w ortopedii [15]. Ciekawy, skomplikowany materiat zostat otrzymany w metodzie elek-
trospinningu, a mianowicie byt to kompozyt Ce/Ag/Hap/alkohol poliwinylowy/ karbok-
symetyloceluloza. Materiat charakteryzowat si¢ najwyzsza wytrzymato$cia na rozciaga-
nie, wyjatkowa aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa i utatwionym tworzeniem apatytu
[16]. Inne kompozyty proponowane w tej tematyce to: polietylen/Hap, glikol etyleno-
wy/di akrylan/Hap, czy tez polilaktyd/Hap. Zastosowan medycznych jest wiele. Sg to nie
tylko implanty kostne i ortopedia, ale takze rozne procesy gojenia. Jednym z przyktadow
zastosowania kompozytow na bazie hydroksyapatytu jest immobilizacja enzymow.
Co wiecej, ochrona ran i przyspieszenie ich gojenia ma réwniez ogromne znaczenie.
Do takich celow moéglby postuzy¢ kompozyt alginian/Hap [17]. Jednym
Z najwazniejszych zagadnien w obecnych trendach medycznych jest wykrywanie
i leczenie nowotworow. W tym celu badano rowniez zastosowanie kompozytow na bazie
hydroksyapatytu.

Kataliza jest istotng czg$cig zielonej chemii. Jej celem jest rozwdj zrownowazonych
i przyjaznych dla srodowiska reakcji chemicznych. Odpowiedni katalizator moze utatwi¢
procesy chemiczne, pozostajac niezmienionym. Dlatego tez ta dziedzina wiedzy staje si¢
coraz bardziej widoczna. Dbato§¢ o $rodowisko i otoczenie, w ktérym zyjemy jest nie-
zwykle waznym czynnikiem. W literaturze mozna znalez¢ wiele rozwigzan dla kataliza-
torow opartych na hydroksyapatytach. Niezwykle popularny w badaniach jest magne-
tyczny kompozyt hydroksyapatytowy.

Whioski: Podsumowujgc, modyfikacja hydroksyapatytu jest kluczowym obszarem ba-
dan, ktory przyczynit si¢ do rozszerzenia jego potencjatu aplikacyjnego. Poprzez ciagly
rozwdj i optymalizacj¢ procesdéw modyfikacji, naukowcy daza do wyeliminowania ogra-
niczen, takich jak staba wytrzymato$¢ mechaniczna i trudnosci w oddzielaniu od roztwo-
row. W rezultacie nowe formy modyfikowanego hydroksyapatytu znajdujg zastosowanie
w wielu dziedzinach. W medycynie, jako skuteczny system dostarczania lekow
i regeneracji tkanki kostnej, atakze jako material pokrywajacy implanty. Ponadto ich
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unikalne wiasciwo$ci adsorpcyjne czynia je cennymi narzedziami w usuwaniu zanie-
czyszczen Z roztwordow | wykrywaniu substancji rakotworczych. W dziedzinie katalizy,
modyfikacje hydroksyapatytu otwieraja drzwi do wydajnych reakcji chemicznych, przy-
czyniajgc sie do zrOwnowazonego rozwoju procesoOw przemystowych. Wraz z rozwojem
badan nad modyfikacjami hydroksyapatytu, mozemy spodziewaé si¢ nowych innowa-
cyjnych podejsé, ktore jeszcze bardziej poszerza spektrum jego zastosowan. W polacze-
niu z dynamicznym postepem naukowym i technologicznym, modyfikacje hydroksyapa-
tytu moga potencjalnie przyczynié¢ si¢ do poprawy ludzkiego zycia i zdrowia, a takze do
rozwoju nowych technologii o globalnym znaczeniu.
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KOMPOZYTY BAZUJACE NA GLINCE ZIELONEJ,
HYDROKSYAPATYCIE, KRZEMIONCE, TiO2, ZnO ORAZ
PYLKU PSZCZELIM JAKO NOWE NOSNIKI WITAMINOWE

K. KOWALSKA', V. PAIENTKO", E. SKWAREK", ‘UMCS, Wydzial Chemii,
Katedra Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031
Lublin, ?Chuiko Institute of Surface Chemistry, 17 General Naumov Street, 03164 Kyiv,
Ukraine

Abstrakt: Rozwodj medycyny i starzenie si¢ spoteczenstwa mobilizuja badaczy do
wzmozonych badan nad nowymi sposobami dostarczania substancji organicznych. Jed-
nym z obiecujacych sposobow aplikacji np. witamin sg kompozyty. Zsyntezowano kom-
pozyty na bazie glinki zielonej, hydroksyapatytu, krzemionki, TiO,, ZnO i pytku pszcze-
lego. Wybrane probki zbadano pod wzgledem stgzenia karotenoidéw, antocyjandw,
witaminy C przy pomocy UV-VIS. Zmierzono potencjat dzeta { oraz wielko$¢ czastek.

Wprowadzenie: Ziarna pytku sa niezb¢dnym zroédlem biatka dla pszczot potrzebnym do
ich przezycia. Ze wzgledu na swdj bogaty sktad wysuszony pylek pszczeli stanowi war-
tosciowy dodatek do diety czlowieka zapewniajac harmonijng réwnOwage organizmu.
Mozemy zauwazy¢ szeroka game kolorow zmieniajacych sie z biatego i kremowego na
ciemnobrazowy, zolty, pomaraniczowy, czerwony, czy zielonkawy w zaleznosci od skta-
du chemicznego. Swoje wiasciwosci zawdzigeza sktadowi bogatemu m.in. w witaminy
i przeciwutleniacze [1]. Glinki sg szeroko stosowane W réznych dziedzinach przemystu,
medycynie, kosmetyce, rolnictwie itp. ze wzgledu na ich naturalno$¢, biokompatybil-
no$¢ i sktad. Mogag by¢ tatwo modyfikowane i mieszane z innymi nanoczgsteczkami,
dzieki czemu mozemy korzystaé¢ z ich bogatych wiasciwoscei [2].

Cze$¢ eksperymentalna: Probki przygotowano mechanochemicznie mielge sktadniki
przez 3 minuty w mtynku nozowym. Do okreslenia stezenia karotenoidéw i antocyjanow
odwazono 1 g probki do elenmajerki o objetosci 250 mL. Dodano 10 mL acetonu dla
karotenoidow oraz 100 mL 1% roztworu HCI dla antocyjandw. Stezenie okreslono przy
pomocy UV-VIS przy dtugosci fali 449 oraz 510 nm [3-4]. Stezenie witaminy C okre-
$lono przy pomocy metody 2,4-DNPH [5]. Sprawdzono wielko$¢ czastek przy uzyciu
aparatu Mastersizer 2000 firmy Malvern metoda statycznego rozproszenia $wiatta. Zba-
dano rowniez potencjal dzeta { przy pomocy aparatu Zetasizer Nano series (Nano-
Z590). Mierzono wartosci w NaCl w zakresie pH od 2 do 11.

Wyniki: Badania zarowno st¢zenia karotenoidow, antocyjanow jak i witaminy C dostar-
czaja nam satysfakcjonujacych wynikéw. Dla niektérych probek mozemy zauwazyé
nawet 2 razy wigksze uwalnianie zwigzkéw organicznych W poréwnaniu zZ wyjsciowym
pytkiem pszczelim. Sktady wybranych probek przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Sktad procentowy probek.

Glinka
Glinka zielona . . Pylek
Nr . zielona, wypalona Hydrokosyapatyt, KrzeTlonka, T|00 2, Zn0O, % psz}(,:zeli,
probki % W 200°C, % % % %
%
1 67 - - 3 - - 30
2 - 70 - - - - 30
3 - 65 5 - - - 30
4 - 67 - 3 - - 30
5 - 62 5 3 - - 30
6 - 67 - - - 3 30
Stezenie karotenoidéw [ug/g dodatku]
10
9
8
7
6
5
a4
3
2
1
0
Pytek 1 2 3 4 5 6
pszczeli

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Rys. 1. Ste¢zenie karotenoidow W probkach.

Stezenie antocyjanow [mg/g dodatku]

1 2 3 4 5 6

Pytek

pszczeli

Rys. 2. Stgzenie antocyjanéw W probkach.
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Po przeanalizowaniu wielko$ci czastek i rozktadu potencjatu dzeta { mozemy upewnic
si¢ o strukturze nanokompozytow oraz ich stabilnosci W zaleznosci od pH.

Whioski: Majac oglad na wyniki analiz zsyntezowanych kompozytéw mozemy jedno-
znacznie zauwazy¢, ze wydzielanie si¢ dobroczynnych zwiazkéw z dodatkéw organicz-
nych ulega znacznemu polepszeniu. Dalsze prace nad poprawa stabilno$ci i wielkoscia
czastek mogag zapewnié jeszcze lepsze wyniki, co pozwoli na zastosowanie w wielu
dziedzinach zycia tj. medycyna, farmacja czy branza kosmetyczna.
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FILMY ALGINIANOWE DO ZASTOSOWAN
SRODOWISKOWYCH

A. WAWSZCZAK!, J. BAK', R. PANEK? D. KOLODYNSKA', 'UMCS, Instytut
Nauk chemicznych, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Nieorganicznej, Pl. Marii Skto-
dowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin, ?Politechnika Lubelska, Wydzial Budownictwa
i Architektury Katedra Inzynierii Materialtow Budowlanych i Geoinzynierii, Nadby-
strzycka 40, 20-618, Lublin

Abstrakt: Alginianowe filmy hydrozelowe to materiaty o wszechstronnym zastosowa-
niu  w szczegodlnosci W rolnictwie. Maja doskonate wlasciwosci, jako powloka
i polepszacz gleby, poniewaz moga tworzy¢ barier¢ ochronng chronigca uprawy
i zapobiegajaca degradacji gleby. Mozna je rowniez wykorzysta¢ do wzbogacenia gleby
poprzez dostarczenie jej niezbgdnych sktadnikow odzywczych, a takze dzieki wyjatko-
wym wilasciwosciom sorpcyjnym, do pochtaniania metali ciezkich. Opracowane hydro-
zelowe filmy alginianowe poddano modyfikacji celulozg i glikolem etylowym, a takze
przeprowadzono badania sorpcji kadmu(ll). Otrzymane wyniki wskazujg na fizyczng
natur¢ sorpcji jondw Cd(II) oraz duzy udziat dyfuzji tych jonéw do wnetrza porow,
z kolei wyniki uzyskane z badan rownowagowych na heterogeniczna powierzchnie fil-
mow.

Woprowadzenie: Wkitady glebowe to skuteczny sposob na kontrole i poprawe wlasciwo-
$ci fizycznych i chemicznych gleby. Sktadaja sie z kilku warstw, z ktorych kazda petni
okreslong funkcj¢. Jedna znich jest warstwa hydrozelowa, ktora pelni role
w zatrzymywaniu wody, ale takze dostarczaniu skladnikow poprawiajacych, jakos¢
gleby i zatrzymywaniu jonéw metali. Takie wklady pomagaja poprawi¢ strukture
i drenaz gleby, atakze chronig ro§liny przed susza iekstremalnymi temperaturami.
Do otrzymania warstwy hydrozelowej mozna z powodzeniem zastosowac¢ alginiany.
Alginiany to grupa naturalnych polisacharydow, ktore sa pozyskiwane z wodorostow.
Zel, ktory tworzy sie po rozpuszczeniu alginianéw W wodzie jest biokompatybilny, bio-
degradowalny i ma wysokie wlasciwo$ci zatrzymywania wilgoci [1]. Dobor odpowied-
nich parametréw syntezy pozwala na uzyskanie wielofunkcyjnych warstw alginiano-
wych przypominajacych filmy, ktorych wiasciwosci mozna zmienia¢ W zalezno$ci od
wybranego modyfikatora [2]. Tak otrzymane filmy stanowia potencjalne rozwigzanie
problemu, dotyczacego stabilnosci gleby poprzez zapobieganie jej erozji. Dodatkowo
stanowig ostong, ktoéra z jednej strony zapobiega utracie sktadnikow odzywczych
a z drugiej zbyt szybkiemu zageszczaniu i wysychaniu gleby [3]. Co wigcej, hydrozel
alginianowy moze adsorbowaé jony metali cigzkich izapobiega¢ ich wymywaniu do
gleby. Wobec powyzszego, podj¢to probg zsyntezowania hydrozelowych filmoéw na
bazie alginianu wapnia oraz ich modyfikacji celem poprawienia zdolnosci sorpcyjnych.
W trakcie eksperymentu zbadano wptyw dodatkow do alginianu wapnia takich jak: gli-
kol etylenowy (EG), celuloza (CE) oraz ich mieszaniny (EG+CE) na wydajnos$¢ sorpcji
jondéw Cd(Il). Otrzymane filmy oznaczono: ALG (film z alginianu wapnia), ALG+CE
(film z alginianu wapnia modyfikowany celuloza), ALG+EG (film z alginianu wapnia
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modyfikowany glikolem etylenowym), ALG+CE+EG (film z alginianu wapnia modyfi-
kowany celuloza i glikolem etylenowym).

Cze$¢ eksperymentalna: Opracowano synteze okragtych filmow alginianowych, oraz
proces ich modyfikacji. Przygotowano roztwory alginianu sodu o st¢zeniu 5%, ktore
przeniesiono do okraglych form. Roztwory poddano sieciowaniu jonami wapnia. Mody-
fikacje wykonano wykorzystujac takie dodatki jak glikol etylenowego (EG), celuloze
(CE) oraz mieszaning EG+CE. Otrzymane materialy zostaly scharakteryzowane
i porownane pod katem wiasciwosci powierzchniowych oraz zdolnosci sorpcyjnych
w kierunku usuwania jonéw kadmu z roztworow modelowych, w zakresie st¢zen 10 -
100 mg/L.

Wyniki: Wszystkie otrzymane filmy charakteryzowaty si¢ wzglednie gtadka powierzch-
nig W centrum filmu oraz wyraznymi zgrubieniami na granicach filmu. Efekt ten jest
zwigzany Z wystgpujacymi silnymi sitami kapilarnymi roztworu alginianu sodu
w skutek, czego roztwor wykazuje wysoka lepkos¢. Podczas sieciowania alginianu do-
chodzi do kumulacji jonow wapnia(Il) na granicy filmow i krystalizacji powstajacych
soli. Zjawisko to zostato zobrazowane na zdj¢ciach mikroskopowych SEM. Jako, ze
obecnos$¢ grubszych obszaréw moglaby spowodowac zafalszowanie wynikow sorpcji
jonow kadmu(Il), badanie te przeprowadzono na filmach bez zgrubien.

) 4
Rys. 1. Zdjgcia mikroskopowe SEM o powigkszeniu x200 wykonane na granicy filmu: a) ALG, b) ALG+CE,
c) ALG+EG, d) ALG+CE+EG.
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Pojemnosci sorpcyjne, state poszczegdlnych modeli izoterm oraz wspolczynniki deter-
minacji (korelacji liniowej) dla wszystkich prob zestawiono w tabeli 1. Wspotczynnik R?
dla korelacji liniowej dla modelu Freundlicha miescity si¢ w zakresie 0,997-1.000
z kolei dla modelu Langmuira byty one réwne 0,926-0,980.

Tabela 1. Parametry rownowagowe procesu sorpcji jonow Cd(I1) na filmach alginianowych.

Model Langmuira Model Freundlicha
pH 5,85 Qo Ky R? n Ke R?
ALG 89,62 0,09 0,926 1,72 9,56 0,997
ALG+CE 87,83 0,09 0,980 1,62 8,38 0,997
ALG+EG 84,99 0,12 0,957 1,83 10,98 1,000
ALG+CE+EG 74,23 0,15 0,963 1,83 10,62 0,999

Poréwnanie tych wartosci wskazuje, ze model Freundlicha najlepiej dopasowuje wyniki
eksperymentalne w procesie sorpcji jonow kadmu(ll) na wszystkich czterech filmach.
Ponadto stwierdzono réwniez, ze wartoéci Kg dla tych filméw mieszczg si¢ W zakresie
od 8,38 do 10,62 L/g. Wynik ten wskazuje, ze wszystkie filmy maja podobne wiasciwo-
$ci pod wzgledem powinowactwa do jonow kadmu(ll).
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Rys.2. Zestawienie wynikow badan sorpcji jonéw Cd(II) na filmach alginianowych a) zalezno$ci pojemnosci
sorpcyjnej filmow alginianowych od stezenia rownowagowego Cg, b) wptyw pH roztworow Cd(II) na pojem-
nosci sorpeyjne, ¢) izoterma Langmuira, d) izoterma Freundlicha adsorpcji jonéw Cd(II).

Analiza otrzymanych wartosci parametrow kinetycznych badanych modeli dla sorpcji
jonow Cd(Il) wykazata, ze dla wszystkich typow filmoéw najlepsze dopasowanie wyka-
zuje model kinetyczny pseudo-pierwszego rzgdu, co $wiadczy o dominujacej fizycznej
naturze sorpcji. Jednakze nalezy zwroci¢ uwage na wartosci wspotczynnikow korelacji
R? dla modelu dyfuzji wewnatrzczastkowej. Na ich podstawie stwierdzono, ze etapy
pierwszy idrugi dyfuzji jonéw Cd(II) na filmach ALG, ALG+CE, ALG+EG
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i ALG+CE+EG maja znaczacy wplyw na szybko$¢ tego procesu. Pierwszy etap dyfuzji
wewnatrzczastkowej obejmuje dyfuzje jonéw kadmu(Il) na granicy faz roztwoér — film.
Kolejny etap odpowiada za procesy zwigzane z dyfuzja jonow do wnetrza poréw obec-
nych w filmach. Po okoto 300 min zaobserwowano, ze uktad osigga stan rownowagi,
w zwiazku z powyzszym wykluczono mozliwo$é wystgpowania trzecia etapu dyfuzji
wewnatrzczastkowe;.

Tabela 2. Parametry kinetyczne modeli pseudo-pierwszego rzgdu (PFO), pseudo-drugiego rzgdu (PSO)
i dyfuzji wewnatrzczastkowej (IPD) dla procesu sorpcji jonéw kadmu(Il) na filmach alginianowych.

Model kine- | Parametry ALG ALG+CE ALG+EG | ALG+CE+EG
tyczny Kinetyczne

PFO 0 87,60 81,36 84,06 78,73
ky x1072 1,059 1,865 2,050 1,110

R? 0,962 0,993 0,909 0,938

PSO 02 87,60 81,36 84,06 78,73
ko x1072 0,033 0,001 3,715 0,018

R? 0,777 0,885 0,768 0,899

IPD 02 87,60 81,36 84,06 78,73
Kiy 9,003 8,573 9,287 7,329

ki, 2,109 2,661 3,370 2,209

R’ 0,983 0,975 0,998 0,984

R’ 0,966 0,997 0,987 0,981

Whioski: Wszystkie otrzymane filmy wykazywaly wzrost pojemnos$ci sorpcyjnych
jondéw kadmu(ll) ze wzrostem jego stezenia. Izoterma, ktora najlepiej opisuje sorpcje
jonow Cd(Il) na wszystkich otrzymanych filmach to izoterma Freundlicha. Szybko$¢
procesu sorpcji ma nature fizycznag, a etapy, ktore ja limitujg to etap dyfuzji jonéw Cd(II)
na granicy faz roztwor — film a takze etap dyfuzji jonéw Cd(II) do wngtrza poréw. Prze-
prowadzone badania réwnowagowe oraz kinetyczne potwierdzity wysoka skutecznosc
usuwania jonow kadmu(Il) na otrzymanych filmach, co stanowi obiecujaca podstawe do
kontynuacji tych badan w przysztosci.
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SKEAD POKARMU WYDRY W OTULINIE POLESKIEGO
PARKU NARODOWEGO

J. GORSKA, J. SITARSKI, J NOWOSAD, J. TOMASIK, A GRYBOS,
A. BARTKOWSKA, W. PLASKA, UP, Wydzial Biologii Srodowiskowej, Katedra
Hydrobiologii i Ochrony Ekosystemow, ul. Dobrzanskiego 37, 20-262 Lublin

Abstrakt: Celem pracy byta proba okre$lenia roli wydry w ograniczeniu wystepowania
gatunkéw inwazyjnych ryb. Poznanie roli wydry w ograniczaniu populacji sumika
w otulinie PPN gdzie gatunek ten bardzo si¢ rozprzestrzenit, pozwoli na poznanie inte-
rakcji jakie zachodza pomigdzy rodzimymi drapieznikami, a gatunkami inwazyjnymi.
Wiedza ta ma istotne znaczenie dla ograniczenia ekspansji obcych gatunkéw ryb na
obszarze Polski. Badania prowadzono w otulinie Poleskiego Parku Narodowego
w okresie od dnia 10.07.2023 roku do dnia 22.10.2023 roku, kiedy wykonywano obser-
wacje terenowe polegajace na odnajdywaniu pozostato$ci pokarmu (znakowan) wydry
na wyznaczonym terenie badan. Analiza szczatek i pozostatosci po pokarmie wydry
w probach odchodow wykazat obecnosé kilku kategorii (grup) pokarméw nalezacych do
organizmow z r6znych gromad tj.: skorupiakow, migczakow oraz ryb. Obserwacje wy-
kazaty, ze podstawowym sktadnikiem diety wydry na badanym terenie sg ryby, ktorych
udzial byl nieco wyzszy niz pozostate grupy pokarmow. Znaczacy udzial miaty takze
migczaki. Na podstawie analizy prob mozna stwierdzié, ze wydry na obszarze Poleskie-
go Parku Narodowego mogg W pewnym stopniu kontrolowaé liczebno$é gatunkéw in-
wazyjnych i obcych ryb, w tym sumika kartowatego.

Whprowadzenie: Niekorzystne przemiany klimatyczne powodujg zmniejszenie dostep-
nos$ci pokarmu dla wydr, poniewaz obnizenie si¢ poziomu wody W rzekach powoduje
zmiany w populacji ryb. Spadek poziomu wody w potencjalnych miejscach zerowania
wydr skutkuje przewaga matych gatunkéw ryb oraz znacznym zmniejszeniem ich ilosci.
W rezultacie rzeki te nie dostarczaja wydrom wystarczajacej ilosci pozywienia, gdyz
dorosta wydra codziennie potrzebuje od 1200 do 1800 gramdéw jedzenia. Zmniejszenie
si¢ dostgpu do pozywienia moze prowadzi¢ do zwigkszenia konkurencji wéréd populacji
wydr, poniewaz zmusza je do koncentracji na obszarach, gdzie jest wigcej jedzenia. To
z kolei prowadzi do zmniejszenia powierzchni obszarow terytorialnych dla kazdej wy-
dry, co z kolei rodzi konflikty migdzy nimi. Konieczno$¢ migracji zwicksza takze ryzy-
ko kolizji wydr z pojazdami. Dlatego istotne jest zbadanie, jakie moga by¢ alternatywne
zrodta pozywienia dla wydr, co pozwolitoby im przetrwaé trudny okres w swoich do-
tychczasowych miejscach zycia bez konieczno$ci migrowania.

Czes¢ eksperymentalna: Odchody i pozostatosci pokarmu zbierano wzdtuz biegu cie-
kow oraz brzegdéw jezior i pakowano osobno do woreczkéw strunowych, po czym za-
mrazano. Nastgpnie byly one rozmrazane i rozmaczane, a nastgpnie ptukane wodg oraz
suszone celem wybrania pozostatosci pokarmu. Przed wysuszeniem usuwano nadmiar
pozostatosci roslinnych iinnych zanieczyszczen pobranych przypadkowo wraz
z odchodami wydry. Nastepnie okre$lana byta przynalezno$¢ taksonomiczna. Otrzymany
material segregowano na frakcje, a nastgpnie oznaczano przy pomocy odpowiednich
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kluczy lub korzystano z gotowych preparatow i dostgpnych zbioréw kosci. Oznaczen
dokonywano poprzez analiz¢ poszczegdlnych szczatkow i resztek pokarmu przy uzyciu
lupy binokularowe;j.

Wyniki: Podstawg pokarmu wydry, jako gatunku prowadzacego ziemno-wodny tryb
zycia, sg organizmy wodne i niektore ladowe, wystepujace W bezposrednim sgsiedztwie
ciekow, zbiornikdw wodnych badz w innych podmoktych ekosystemach. Liczne opra-
cowania dotyczace diety tego drapieznika wyraznie podkreslaja, ze ryby stanowia pod-
stawowe zrodto jego pozywienia. Badania przeprowadzone na obszarze Poleskiego Par-
ku Narodowego potwierdzaja t¢ prawidtowos¢. W badaniach bazy pokarmowej wydr na
podstawie analizy odchodow na obszarze Poleskiego Parku Narodowego w badanym
okresie zaobserwowano mniej liczny udzial migczakoéw oraz skorupiakow. Zaobserwo-
wano szczatki btotniarek stawowych oraz sporadycznie spotykane zatoczki rogowe.
Prawdopodobnie wynika to z faktu obecnos$ci bardzo dobrej bazy pokarmowej w postaci
ryb, wtym miedzy innymi licznej obecno$ci W pokarmie gatunkow inwazyjnych tzn.
sumika amerykanskiego oraz karasia srebrzystego.
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Rys. 1. Liczebnos$¢ poszczegdlnych gatunkéw stanowiacych baze pokarmowa wydry.

Whioski: Na podstawie analizy odchodow mozna stwierdzi¢, ze wydry na obszarze
otuliny Poleskiego Parku Narodowego moga W pewnym stopniu kontrolowa¢ liczebno$é¢
gatunkow inwazyjnych iobcych ryb, wtym sumika karfowatego. W badanym okresie
inne grupy nie stanowity alternatywnej bazy pokarmowej dla wydry, co prawdopodobnie
zwiazane jest Z duza dostgpnoscia ryb. Analiza wptywu nasilajacych si¢ zmian klima-
tycznych na ekosystemy hydrogeniczne, a posrednio na baz¢ pokarmowa wydry oraz jej
siedlisko wymaga dlugoterminowych badan monitoringowych ipomocna moze byé
w zarzadzaniu ochrong tego gatunku.
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ANALIZA WIOSLARKOWA (CLADOCERA) OSADOW
JEZIORNYCH - CHITYNOWY WEHIKUL CZASU
PALEOLIMNOLOGA

K. BURDZY?, M. SUCHORA!, 'UMCS, Katedra Geomorfologii i Paleogeografii,
Instytut Nauk o Ziemi i Srodowisku, Wydziat Nauk o Ziemi i Gospodarki Przestrzennej,
al. Krasnicka 2d, 20-718 Lublin, 2UMCS, Katedra Chemii Nieorganicznej, Instytut Nauk
Chemicznych, Wydzial Chemii, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin

Abstrakt: Osady jeziorne stanowig cenne archiwum wiedzy na temat zmian srodowiska
przyrodniczego. Analiza ich sktadu, uktadu warstw, a takze zachowanych w nich szczat-
kéw organizmow dostarcza wielu informacji o przemianach tych ekosystemow pod
wpltywem czynnikoOw zaréwno naturalnych jak iantropogenicznych. Czesto pozwala
takze zidentyfikowa¢ moment pojawienia si¢ cztowieka na danym terenie oraz sposob
i intensywno$¢ gospodarowania. Organizmy takie jak bezkregowce sg coraz czesciej
postrzegane jako istotne elementy biologiczne znajdujace zastosowanie W ocenie stanu
ekologicznego jezior. Wsrdd nich duze znaczenie posiadaja wioslarki (Cladocera), beda-
ce gtownie stodkowodnymi skorupiakami planktonowymi. Ich twarde chitynowe pance-
rzyki, zachowujace si¢ w dobrym stanie w osadach jeziornych przez tysiace lat, pozwa-
laja na zastosowanie analizy wioslarkowej do $ledzenia zmian $rodowiska przyrodnicze-
go w przesztosci, w tym eutrofizacji wod, zakwaszenia, zmian poziomu wody czy tem-
peratury.

Whprowadzenie: Wio$larki (Cladocera), nalezace do skorupiakow (Crustacea)
z gromady skrzelonogéw (Branchiopoda), to zyjace niemal na wszystkich kontynentach
organizmy liczace okoto 600 gatunkéw (w Polsce sklasyfikowanych jest okoto 100). Do
najbardziej znanych przedstawicieli Cladocera naleza gatunki z rodziny rozwielitek
(Daphniidae). Wioslarki charakteryzuja si¢ matymi rozmiarami ciata, w wigkszosci do 1
mm. Pokryte sa dwuklapowym chitynowym pancerzykiem, ktory moze przetrwac
w osadach wiele tysigcy lat nie tracagc cech umozliwiajacych identyfikacje gatunkowa
(rys. 1). Wystepuja W wodach stodkich, zarowno w strefie przybrzeznej, jak i w strefie
wody otwartej, jednak rozpoznanych zostalo takze kilka gatunkéw mogacych zy¢
w wodach stonych [1]. Ze wzgledu na sposoéb odzywiania wigkszo$¢ gatunkow to filtra-
tory, aich gtdéwnym pozywieniem sg glony, bakterie i drobna zawiesina organiczna.
Znane sg takze nieliczne gatunki drapiezne, ktorych przyktadem moze by¢ Leptodora
kindtii, bedgcy jednoczesnie jednym z najwigkszych gatunkéw Cladocera, osiggajgcym
dhugos¢ 18 mm. Wioslarki moga rozmnazaé si¢ partenogenetycznie, gdy warunki $ro-
dowiskowe sg sprzyjajace lub piciowo, gdy nastepuje ich pogorszenie, wytwarzajac jaja
przetrwalnikowe — efipia, zdolne do przetrwania dziesiatki czy setki lat nawet bez obec-
nosci wody. Ze wzgledu na swoje cechy charakterystyczne szczatki wios$larek, zachowa-
ne w osadach jeziornych, mogg by¢ doktadnie oznaczane do poziomu rodzaju lub gatun-
ku. Z kolei zroznicowane preferencje siedliskowe i wrazliwo$¢ poszczegdlnych gatun-
kow na zmiany parametréw $rodowiska, czynia je swoistymi indykatorami. W ten spo-
s6b mozliwe jest wyciagnigcie wnioskow na temat zmian temperatury (klimatu), zZyzno-
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$ci wod (trofii), ich poziomu, zakwaszenia (pH) czy obecno$ci roslinnosci wodnej lub
dominacji organicznego czy piaszczystego podtoza [2].

Scale:100um
Scale:100um

Rys. 1. A — wioslarka z rodzaju Alona sp. (caty osobnik); B-D subfosylne szczatki (B — tarczka glowowa
Alona affinis; C — potowa skorupki tutowiowej Alona quadrangularis; D — postabdomen Alona affinis) [1].

Opracowane zostaly modele (ang. transfer functions) okreslajace zalezno$¢ pomiedzy
$rednig temperatura powietrza a zespotami Cladocera w osadach, co pozwolito m.in. na
rekonstrukcje temperatur panujacych w poznym glacjale na terenie Szwajcarii (badania
jeziora Gerzensee), Finlandii czy terenach wschodniej Polski [3, 4]. WskazZnikiem po-
wszechnie stosowanym do oceny poziomu wod na podstawie analizy wioslarkowej jest
stosunek form planktonowych do litoralnych (P/L) [5]. Wykazywano, ze wskaznik ten
moze ulega¢ zmianom, ktore nie sa powodowane przez zmiany poziomu wody, ale przez
wzrost trofii jeziora lub zmiany w tancuchu pokarmowym. Jest on réwniez zalezny od
wielkosci strefy litoralnej. Cladocera wykazuja wysoka wrazliwo$¢é na zmiany parame-
trow $rodowiska. Warunki tlenowe i obecno$¢ roslinnosci wodnej, bedace nastepstwem
wysokiej zyznoéci wod, wptywaja na populacje wioslarek. Na podstawie analizy zacho-
wanych w osadach szczatkow mozliwe jest odtworzenie zmian zyznos$ci jezior [6]. Zna-
ne sg bowiem gatunki niemal niewystepujace w wodach eutroficznych oraz takie, ktore
dobrze przystosowaly si¢ do zycia W nich. Opracowane zostaly takze zalezno$ci pomig-
dzy zawartoscia fosforu catkowitego (TP) a réznorodnoscia tych organizmow [7]. Wsrod
Cladocera mozna wyrézni¢ gatunki wrazliwe na zmiany pH zbiornika. Daphnia longi-
spina oraz Bosmina longirostris to przyktadowe gatunki, ktorych zanik przy jednocze-
snym wzro$cie Alona guttata, Alonella exigua, Alonella excisa, Alonella nana oraz Bos-
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mina (E.) longispina moze wskazywa¢ na zakwaszenie §rodowiska [2]. Na podkre$lenie
zashuguje jednak fakt, iz jako Zze wioslarki sa organizmami wrazliwymi na wiele czynni-
kow, trudno jest okresli¢ ten jeden wiasciwy, majacy wplyw na liczebnos¢ ich populacji.
Dlatego istotne jest rownoleglte zastosowanie takze innych wskaznikow (proxy) i metod
do rekonstrukeji srodowiska (podejécie multi-proxy). Do analizy wio$larkowej niezbed-
ne jest pobranie 1-2 cm® osadu, ktory nastepnie poddawany jest procedurze chemicznego
oczyszczania (rys. 2). Metoda ta pozwala na uzyskanie zawiesiny, w ktorej obecne sg
glownie szczatki wioslarek. Probka osadu przemywana jest W pierwszej kolejnosci 10%
roztworem kwasu chlorowodorowego, a nastepnie wodg destylowana. W kolejnym eta-
pie zalewana jest 10% roztworem wodorotlenku potasu i powoli doprowadzana do
wrzenia. Po wystudzeniu tak przygotowana probka przemywana jest na sicie woda de-
stylowang w celu pozbycia si¢ pozostalosci zasady oraz jak najwickszej ilosci zanie-
czyszczen. Osad pozostajacy na sicie jest przenoszony ilosciowo do skalowanych pro-
béwek typu Falcon iuzupeliany do objetosci 10 mL wodg destylowang. Otrzymana
opisang metoda oczyszczona probka moze by¢ poddana mikroskopowej analizie sktadu
gatunkowego Cladocera. W celu poprawy widocznosci elementow budowy organizmoéw
do prébek przed obserwacjg mikroskopowa dodawana jest niewielka ilo$¢ safraniny
zmieszanej z gliceryng. Mieszanina ta nadaje analizowanym szczatkom rézowg barwe.
0,1 mL zawiesiny nanoszone jest na szkietko podstawowe i przykrywane szkietkiem
nakrywkowym. Tak przygotowany preparat analizowany jest pod mikroskopem
z zastosowaniem powickszenia od 100 do 400x. Liczbe wszystkich szczatkow wioslarek
obecnych w catym preparacie zlicza si¢ z podziatem na gatunki. Aby analiza byta uzna-
na za miarodajng wymagane jest zliczenie minimum 70-100 szczatkéw, co odpowiada
od 1 do 4 preparatow [8]. Posiadajac te dane mozna W prosty sposob przeliczy¢ ilos¢
osobnikéw obecnych w probcee.

Analiza mikroskopowa
|| po
wioslarek

Hzodes(

Rys. 2. Schemat procedury oczyszczania zawiesiny do analizy wio$larkowe;.

Chitynowe pancerzyki Cladocera stanowig material do analizy izotopdéw stabilnych
wegla iazotu. Wyniki tych analiz wykorzystywane sa do wnioskowania o przesztych
zmianach w tancuchach pokarmowych jezior. Problematycznym zagadnieniem mogtaby
wydawac si¢ kwestia masy probki do analizy, bowiem organizmy te pOsiadaja niewielkie
rozmiary, a w osadach ich populacja moze by¢ nieliczna. Innym aspektem jak réwniez

278



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

fakt, ze jedyna pozostatoécig po Cladocera sg chitynowe fragmenty egzoszkieletu, nie
za$ cale ciata. Badania wykazaly jednak, ze wymagania dotyczace masy zwykle moga
zostaé spetnione, a sktad izotopow C i N w okrywach wioslarek jest powigzany ze skla-
dem catego ich ciata [9, 10].

Whioski: Wioslarki, niepozorne skorupiaki o niewielkich rozmiarach jako swoiste bio-
indykatory pozwalaja na analiz¢ zmian wielu parametrow Srodowiskowych, takich jak
temperatura, zyzno$¢ wod, ich poziom, zakwaszenie (pH), obecnoé¢ roslinnoéci wodnej
czy dominacja organicznego lub piaszczystego podtoza. Ponadto chitynowe pancerzyki
Cladocera umozliwiajg ich analize nawet po wielu tysigcach lat. Prosta metoda przygo-
towania probki, brak konieczno$¢ zastosowania skomplikowanej i drogiej aparatury
czyni analiz¢ wioslarkowa nieocenionym narzgdziem w badaniach zmian $rodowiska,
nastepujacych zardwno naturalnie, jak i za sprawg oddziatywan cztowieka.
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MAPA WYSTEPOWANIA ANTYBIOTYKOOPORNYCH
SZCZEPOW BAKTERII NA PLACACH ZABAW W LUBLINIE

A. BILOKINNA!, R. LOPUCKI>, K. ZIELINSKI>, M. SKOWRONEK?
I. SADOK*, 'KUL, Wydziat Medyczny, ul. Konstantynéw 1H, 20-708 Lublin, *KUL,
Wydzial Medyczny, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Biomedycyny i Badan Sro-
dowiskowych, ul. Konstantynow 1J, 20-708 Lublin, *KUL, Wydziat Nauk Przyrodni-
czych i Technicznych, Instytut Matematyki, Informatyki i Architektury Krajobrazu,
Katedra Informatyki Stosowanej, ul. Konstantynéw 1J, 20-708 Lublin “KUL, Wydziat
Medyczny, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Chemii, ul. Konstantynéw 1J, 20-708
Lublin

Abstrakt: Celem pracy bylo opracowane innowacyjnego narzedzia integrujgcego $ro-
dowisko naukowe i spoteczenstwo w wymianie informacji na temat lekoopornych pato-
gendéw na placach zabaw. Stworzono aplikacje webowa umozliwiajagcg monitorowanie
bezpieczenstwa mikrobiologicznego W oparciu 0 interaktywna mape¢ Google. Aplikacja
pozwala na zarzadzanie danymi stownikowymi, informacjami o placach oraz szczegoé-
tami dotyczacymi probek srodowiskowych. Dzigki tatwemu dostepowi do informacji,
rodzice i opiekunowie moga $wiadomie wybiera¢ miejsca zabaw dla dzieci, zwickszajac
zaangazowanie spoleczenstwa w kwestie ochrony zdrowia publicznego.

Whprowadzenie: Place zabaw to miejsca tworzone w celu zapewniania dzieciom wia-
sciwego rozwoju psychoruchowego. Niestety, miejsca te, pomimo wlasciwego planowa-
nia, mogg czasami generowac roznorodne ryzyka dla bezpieczenstwa uzytkownikow.
Jednym z takich zagrozen sg antybiotykooporne bakterie, ktore stajg sie coraz wiekszym
problemem w otaczajacym nas $rodowisku. Oporno$¢ na $rodki przeciwdrobnoustrojo-
we jest powszechnym problemem zdrowia publicznego, ktory dotyka ludzi na calym
swiecie. Niektore patogenne bakterie, ktore kiedy$ mogly by¢ skutecznie leczone, obec-
nie coraz czeSciej uzyskuja oporno$¢ na tradycyjnie stosowane terapeutyki. Co wigcej,
pojawiaja si¢ bakterie niewrazliwe na prawie wszystkie obecnie dostepne antybiotyki,
tzw. superbakterie [1]. Badania wykazuja, ze kazdy element wyposazenia placu zabaw,
z ktorym dzieci moga mie¢ kontakt zardwno bezposredni, jak i posredni, moze stanowié
potencjalne zrédto infekcji bakteryjnej [2]. Dodatkowo, gleba lub piasek — podtoza,
z ktorymi dzieci czesto maja kontakt w trakcie zabawy - moga takze by¢ rezerwuarem
roznorodnych patogenow. Co wazne, dzieci sg uwazane za gtowng grupe ryzyka naraze-
nia srodowiskowego na patogeny, nie tylko dlatego, ze sg czgstymi uzytkownikami pla-
cOw zabaw, ale takze ze wzgledu na wysoka czesto$¢ wystgpowania geofagii (tj. spozy-
wania piasku) oraz niedojrzato$¢ ich uktadéw immunologicznych, neurologicznych
i trawiennych [3]. Wstepne badanie ankietowe wykonane w ramach niniejszego projektu
Celem pracy bylo stworzenie przyjaznego narzedzia do wymiany informacji mig¢dzy
srodowiskiem naukowym a spoteczenstwem dotyczacym problemu narazenia na lekoo-
porne patogeny.

Cze$¢ eksperymentalna: Probki mikrobiologiczne pozyskiwano z placow zabaw znaj-
dujacych si¢ na terenie Lublina z uzyciem sterylnych wymazéwek z podtozem transpor-
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towym. Probki zbierano zrdznych elementow wyposazenia placow oraz z gleby
i piasku. Zebrane bakterie namnazano i wysiewano na podtoza selekcyjne dedykowane
dla nastepujacych grup bakterii: Escherichia, Klebsiella, Enterococcus, Salmonella,
Pseudomonas i Staphylococcus. Uzyskane izolaty identyfikowano z uzyciem spektrome-
tru MALDI-TOF/TOF ultraflex firmy Bruker Daltonik GmbH sterowanym z uzyciem
oprogramowania flexControl (wersja 3.4). Prawdopodobienstwo poprawnosci identyfi-
kacji mikroorganizmu w oparciu o uzyskane widma mas oszacowano z wykorzystaniem
oprogramowania MALDI BioTyper Compass (wersja 4.1). Zebrane w trakcie realizacji
projektu dane zostaty zwizualizowane przy pomocy aplikacji, ktéra powstata jako opro-
gramowanie dedykowane. Specyfika danych sprawita, iz nie istnialta mozliwos¢ wyko-
rzystania zadnego z ogélnodostepnych na rynku rozwigzan. Ze wzgledu na wygode
uzytkowania zdecydowano, iz oprogramowanie zostanie zrealizowane jako aplikacja
webowa. Pierwszy etap wytwarzania dedykowanego oprogramowania polegat na zdefi-
niowaniu wymagan funkcjonalnych ~ oraz  niefunkcjonalnych systemu.
W ramach projektu zdefiniowano wymagania funkcjonalne takie jak:

» mozliwo$¢ wprowadzania, przechowywania i edycji danych stownikowych (,,antybio-
tyki”, ,,bakterie”, ,,dostgpne atrakcje”, ,,materiaty”);

» mozliwo$¢ wprowadzania, przechowywania i edycji informacji o placach zabaw (na-
zwa, opis, wspotrzedne GPS);

* mozliwo$¢ wprowadzania, przechowywania i edycji danych dotyczacych zebranych
probek;

* wizualizacja lokalizacji placow zabaw z wykorzystaniem interaktywnej mapy;

* panel administratora — mozliwo$¢ wprowadzania oraz edycji danych powinna by¢
dostepna jedynie dla zalogowanego uzytkownika.

Zdefiniowano réwniez wymagania niefunkcjonalne: (1) intuicyjny interfejs, (2) dziatanie
aplikacji na popularnych przegladarkach. Po zdefiniowaniu wymagan funkcjonalnych
i niefunkcjonalnych przystapiono do implementacji aplikacji. Prace rozpoczgto od okre-
Slenia stosu technologicznego zastosowanego W rozwiazaniu. Aplikacje podzielono na
dwie gtéwne czgsci. Pierwsza z nich — frontend, odpowiada za prezentacj¢ danych oraz
umozliwia interakcje z uzytkownikiem. Druga czes¢ — backend, ma za zadanie przetwa-
rzanie danych oraz wykonywanie operacji na bazie danych. Frontend zostat zrealizowa-
ny przy uzyciu frameworka Angular oraz z wykorzystaniem Google Maps API. Warstwa
backend zostata opracowana z wykorzystaniem jezyka Java, frameworka Spring oraz
relacyjnej bazy danych PostgreSQL. W ramach aplikacji backendowej przygotowano
endpointy, ktore pozwalaja na pobieranie danych (metoda get), aktualizacj¢ (metoda put)
lub dodawanie (metoda post). Aplikacja frontendowa odwotuje si¢ do udostgpnionych
endpointéw, a nastepnie realizuje wizualizacje otrzymanych danych.

Wyniki: Ekran startowy aplikacji stanowi mapa Google, prezentujaca lokalizacje pla-
cow zabaw (Rys. 1).
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Mapa

Rys. 1. Gtéwny ekran aplikacji (mapa).

Dodatkowo w gornej czesci ekranu znajduje sie przycisk, pozwalajacy na zalogowanie.
Uzytkownik posiadajacy odpowiednie uprawnienia posiada mozliwo$¢ zarzgdzania
danymi stownikowymi oraz danymi probek (Rys. 2).

Stownik
Zawiera informacje na temat dostepnych danych
Bakterie Atrakcje Antybiotyki
Nazwa Opcje
[eoma o

Rys. 2. Ekran zarzadzania danymi stownikowymi.

Zastosowanie stownikow (,,bakterie”, ,,materialy”, ,,atrakcje”, ,antybiotyki”’) wptywa na
uproszczenie pracy operatora systemu. Dane do stownikéw wprowadzane sa tylko raz.
W pézniejszych etapach pracy z systemem operator ma mozliwos¢ wybrania odpowied-
nich danych stownikowych z list. Dzieki wykorzystaniu stownikoéw, w przypadku ko-
niecznosci edycji jednego z elementow, wystarczy wykonaé modyfikacje na poziomie
stownika. Dane zostang automatycznie zaktualizowane w probkach, w ktorych zostat
wykorzystany dany element. Klikniecie na punkt na mapie sprawi, iz wySwietlone zo-
stang szczegoty dotyczace placu zabaw oraz powigzane z nim probki (Rys. 3A). Przycisk
,,DODAJ PROBKE” jest widoczny tylko dla zalogowanego uzytkownika. Po wybraniu
probki oraz kliknigciu na przycisk ,,.SZCZEGOLY”, wyswietlone zostang informacje
o0 elementach placu zabaw z ktorego pobrano probke (typ oraz material, z ktorego zosta-
ty wykonane np. drewniana tawka), zidentyfikowanych gatunkach bakterii oraz ich
wrazliwoéci na wybrane antybiotyki (Rys. 3B). Do bazy danych utworzonej aplikacji
zostang wprowadzone dane uzyskane wtoku badan mikrobiologicznych i analizy
MALDI-TOF MS. W szczegdlnosci mapa bedzie informowac 0 wystgpowaniu bakterii
t.j. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas ae-
ruginosa, Enterococcus faecium, Salmonella spp. Dla wyizolowanych szczepéw tych
gatunkow bakterii poprowadzono rowniez badania w kierunku wrazliwo$ci na antybio-
tyki.
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A
PP1 X

Plac zabaw - Park Gorki Czechowskie

Probki Dodaj probke
PP1_Sample3
:
Szczegoly PP1_Sample3
Materiat: Drewno1l
Atrakcja: Hustawka
Bakteria Antybiotyk Lekoopormosé
Escherichia coli Test12T1 20pg Wrazliwy

Rys. 3. (A) Ekran podgladu danych placu zabaw. (B) Ekran podgladu danych probki.

Whioski: Opracowana mapa dzigki dostgpnosci w Internecie i przyjaznemu interfejsowi
pozwoli na szybkie uzyskiwanie informacji o bezpieczenstwie mikrobiologicznym na
miejskich placach zabaw. Zainteresowani rodzice i opiekunowie dzieci beda mogli
sprawdzac, czy wykorzystywane przez nich place zabaw byly poddawane badaniu oraz
jakie bakterie zostaly tam stwierdzone. Pozwoli to na szerszy udziat spoleczenstwa
W inicjowaniu badafn monitoringowych lub innych dziatan prewencyjnych odnos$nie
zdrowia publicznego.

Praca zostala przygotowana w ramach projektu Ministra Edukacji i Nauki
w ramach Programu ,Studenckie kola naukowe tworza innowacje” (nr

SKN/SP/570395/2023).
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MIKRO- I NANOPLASTIKI W SRODOWISKU — ZAGROZENIA,
ANALIZA | SPOSOBY USUWANIA

K. GOLEBIOWSKA', E. GRZADKA?, "UMCS, Wydziat Chemii, P1. Marii Sktodow-
skiej-Curie 3, 20-031 Lublin, 2UMCS, Instytut Nauk Chemicznych, Wydziat Chemii,
Katedra Chemii Fizycznej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin

Abstrakt: Rosngcym problemem nowoczesnego $wiata jest obecno$¢ odpadéw pocho-
dzacych z materiatow plastikowych. Wyroby te znalazty szerokie zastosowanie w wielu
dziedzinach zycia i gospodarki cztowieka ze wzgledu na swoje unikalne wiasciwosci.
Jednakze, skutkiem ubocznym produkcji materiatdéw plastikowych jest uwalnianie si¢
mikro- i nanoczastek do otoczenia. Kluczowe jest wigc opracowywanie nowych metod
usuwania tego rodzaju zanieczyszczen. Celem niniejszej pracy jest przedstawienie pod-
stawowych informacji na temat mikro inanoplastikow, sposobow ich klasyfikacji
i zagrozen z nimi zwigzanych. W prezentacji omowione b¢da rowniez sposoby oddzia-
tywania nanomateriatdéw z innymi substancjami, wszelkie zrodta ich powstawania i drogi
ich rozprzestrzeniania. Scharakteryzowane rowniez zostang Sposoby analizy, separacji
mikro inanoplastikow ze $rodowiska oparte na metodach spektroskopowych (FTIR,
XPS, spektroskopia Ramana) i procesach filtracyjnych.

Whprowadzenie: Materiatly zbudowane z polimeréw syntetycznych wraz z dodatkiem
innych substancji majacych na celu nadanie im pozadanej cechy, takiej jak kolor, odpor-
no$¢ na promieniowanie stoneczne, czy tez odporno$¢ mechaniczng nosza nazwe plasti-
kow [1]. W sytuacji gdy odpady wykonane z plastiku dostajg sie¢ do $rodowiska, moga
one sta¢ si¢ zrodlem czastek o drastycznie mniejszych rozmiarach, ktore obecnie klasy-
fikuje sie w cztery kategorie: nanoplastiki, mezoplastiki, makroplastiki i mikroplastiki
[2]. Mikroplastiki definiowane sg jako czastki plastiku mniejsze niz 5 mm o réznych
ksztattach, takie jak mikrosfery i wiokna [3]. Rozmiar, ksztalt, tadunek powierzchni
i hydrofobowo$¢ mikroplastikow maja wptyw na sposob oddziatywania, a takze biodo-
stepno$¢ wzgledem organizmoéw wodnych, co zaobserwowano W przypadku czastek
0 ksztattach kulistych i plytkowych. Czastki o tak diametralnie odmiennych formach
roznig si¢ powierzchnia, na ktérej moga osadzaé si¢ zanieczyszczenia wodne W postaci
depozytow, co W konsekwencji moze zwigkszy¢ ich biologiczne wchianianie [4]. Mi-
kroplastiki mozna podzieli¢ na dwa rodzaje biorgc pod uwagg sposoby ich powstawania.
Sa to mikroplastiki pierwotne (ang. Primary Microplastics, PMPs), ktore sg specjalnie
syntezowane w wymiarach mikroskopowych od 2 do 5 mm, a takze mikroplastiki wtor-
ne (ang. Secondary Microplastics, SMPs), ktore pochodzg z odpadow plastikowych
poddanych wczesniej zmianom fizycznym, chemicznym i biologicznym. Czynniki takie
jak na przyktad promieniowanie UV powoduje fotodegradacj¢ plastiku, a nastepnie
oksydacje jego powierzchni, co skutkowa¢ moze Kkolejnymi procesami termo-
oksydacyjnymi. Obok zmiany koloru zewngtrznej powierzchni zauwazalne sg rowniez
mikropeknigcia — materiat staje si¢ kruchy, a w wyniku tego uwalnianie kolejnych cza-
stek zachodzi stanowczo tatwiej, nawet pod wptywem nieznacznych uszkodzen mecha-
nicznych [5][6]. Nanoplastiki okre$li¢ mozna jako grupe odpadow, posiadajacyh charak-
terystyczne wiasciwosci, ze wzgledu na ktéore mozliwe jest ich wyodrgbnienie na tle
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innych zanieczyszczen. Pojecie nanoplastiku stosuje si¢ gdy obiektem badan sa czastki
0 wymiarach od 100 nm do 1000 nm powstate jako produkt uboczny, np. na skutek de-
gradacji materiatow wykonanych z plastiku, ktore rownoczesnie wykazuja wlasciwosci
koloidalne [1]. Warto zaznaczy¢, ze termin ten nie obejmuje nanomateriatow obecnych
W powszechnie stosowanych produktach takich jak kosmetyki, aczkolwiek moga one si¢
sta¢ kolejnym zrédtem uwalnianych nanoplastikow [7]. Nanoplastiki powstaja w wyniku
procesow rozktadu wigkszych, bardziej rozbudowanych materiatéw. Konsekwencjg tego
jest niejednorodny sktad iwysoka polidyspersyjno$¢ wykazywana przez nanoczastki
plastikow jak itendencja do tworzenia heteroagregatow razem z innymi materiatami
naturalnymi lub antropogenicznymi [1]. Polimery takie jak polietylen, polipropylen,
chlorek winylu, polistyren, politereftalan etylenu i poliuretan stanowia glowny skiad
odpadow plastikowych [8]. Wymienione zwiazki sg aktualnie znajdywane w zbiornikach
wodnych (rzekach, oceanach, lodzie morskim, arktycznych osadach glgbinowych), gle-
bie, powietrzu atakze w organizmach zywych [2]. Glownym zagrozeniem ze strony
nanoplastikow jest ich zdolno$¢ do oddziatywania z innymi substancjami znajdujacymi
sie w srodowisku. Charakteryzuje je takze duzy stosunek powierzchni do objetosci,
przez co stajg si¢ one matrycami transportujgcymi zanieczyszczenia [9]. Zauwazono
réwniez obnizenie produkcji chlorofilu o u cyjanobakterii na skutek ich oddziatywan
z nanoplastikami, a proponowanym mechanizmem oddziatywania jest w tym przypadku
absorpcja plastiku przez algi. Obecnos$¢ czgstek polimerycznych powoduje obnizenie
stezenie dwutlenku wegla, a tym samym utrudnia przeprowadzenie procesu fotosyntezy
[2]. Innym przyktadem bezposredniego wptywu nanoplastikow na $rodowisko naturalne
jest np. utrudniony wzrostu skaposzczetow, odpowiedzialnych za podtrzymywanie
obiegu azotu w przyrodzie iza rozktad materii organicznej [10]. Co ciekawe, Kkiedy
czastki nanoplastikow ulegaja agregacji, rozmiar aglomeratow zwicksza si¢ podczas gdy
ich liczba proporcjonalnie maleje. Charakterystyczng cecha nanoplastikow jest roOwniez
wysoka reaktywno$¢ powierzchniowa, dzieki ktorej oddziatujg one z koloidami antropo-
genicznymi takimi jak suspensje tlenkéw metali, zwigzkéw organicznych
i nieorganicznych takich jak glina czy krzemionka. Oddziatywanie z innymi substancja-
mi indukujg heteroagregacje zalezng od warunkéw otoczenia tj. pH, poziomu zasolenia,
czy ekspozycji na promieniowanie UV. W przypadku homoagregacji badania wykazaty,
ze wzrost liczby przylaczonych czasteczek jest proporcjonalny do sity jonowej, co jest
efektem $ci$nigcia podwdjnej warstwy elektrycznej zgodnie z teorig DLVO. Wartoscio-
wos¢ rowniez ma W tym kontekScie znaczenie. Dwuwarto$ciowe kationy wapnia desta-
bilizuja nanoplastiki w stezeniach nizszych niz kationy jednowarto$ciowe, co jest zgod-
ne z reguta Schulza-Hardy’ego [5]. Nalezy wspomnie¢, ze czastki polistyrenu wykazuja
niskg toksyczno$¢ wobec komorek, ale majg zauwazalny efekt na potencjat btony mito-
chondrialnej. Rozmiar nanoplastikdéw stanowczo utrudnia opracowanie doktadnych
metod ich wykrywania w zbiornikach wodnych. Dodatkowym zagrozeniem jest mozli-
wos¢ przedostawania si¢ nanoplastikow do tkanek organizméw zywych [11]. Najcze-
$ciej wykorzystywane polimery do produkcji tworzyw sztucznych sg wyjatkowo odpor-
ne na biodegradacj¢ (np. polietylen i polistyren) z uwagi na cechy takie jak duza masa
czasteczkowa, hydrofobowos¢ oraz usieciowana struktura chemiczna. Niemniej jednak
istniejg dowody na istnienie organizmow — bakterii i grzybow — ktére w pewnym stopniu
sa zdolne do biodegradacji polimerow. Nalezy zaznaczy¢, ze proces ten jest silnie zalez-
ny od warunkéw [12]. Wiekszo$¢ mikro- i nanoplastikow ze Zrodet ladowych moze
bezposrednio przedostawaé si¢ do rzek ijezior razem ze $ciekami odprowadzanymi
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z oczyszczalni [13]. Nanomaterialy wytwarzane jako dodatki do réznych produktow,
a szczegblnie tych przeznaczonych higieny osobistej, czesto stajag si¢ ich dodatkowym
zrodtem. Towarzyszace procesowi transportu sity $cinajace odpowiedzialne sg za ich
fragmentacjg, tym samym przyczyniajac si¢ do uwalniania nanoplastikow do obiegu
wodnego, gdzie czastki te mogg podlega¢ dalszym reakcjom, np. degradacji na skutek
hydrolizy. Mechanizmy odpowiadajace za fragmentacje¢ fancuchow polimerowych budu-
jacych nanoplastiki moga dziata¢ niezaleznie badZ wspolnie [14]. Dodatkowo, odpady
pochodzace z portow wodnych, rybotéwstwa i turystyki sa bezposrednio wyrzucane do
wod przybrzeznych [13]. Zastosowanie polimeréw W biomedycynie jako nanokapsulki
roéwniez moze przyczynia¢ si¢ do rozprzestrzeniania czastek tworzyw sztucznych
w srodowisku. Ciekawym przypadkiem sa zyskujace na popularnosci drukarki 3D, ktore
obecnie sprzedawane s3 bez zadnych akcesoriow filtrujacych, mimo faktu, ze podczas
swojej pracy uwalniaja czastki o rozmiarach 11,5 do 116 nm [15]. Analizowanie probek
pod katem obecnoéci mikro- i nanoplastikéw sktada si¢ przede wszystkim z identyfikacji
ich rozmiaru, stezenia i sktadu chemicznego. Najcze$ciej aplikowane metody analizy
mikro- i nanoplastikow podczas oczyszczania wody obejmujg stereo mikroskopie, mi-
kroskopi¢ elektronowo-skaningowa i dynamiczne rozpraszanie $wiatta [16]. Dzigki
potaczeniu spektroskopii XPS z mikroskopia elektronowo-skaningowa mozliwe jest np.
wykrycie nanomaterialdow obecnych w peelingach do twarzy i nanoplastikow uwalnia-
nych z torebek herbacianych. W celu usunigcia mikroplastikow ze $ciekow opracowano
ztozone procesy technologiczne, takie jak rozdzielanie na membranach, filtracja piasko-
wa, flotacja rozpuszczonym powietrzem oraz filtracja dyskowa [11]. Innymi metodami
sa koagulacja i flokulacja. Odnotowano zauwazalny wplyw koagulacji na usuwanie
mikroplastikow, jednakze rodzaje tych czastek w zbiornikach wodnych sg bardzo zréz-
nicowane i nie kazdy koagulant reaguje z nimi w ten sam sposob - efektywnos$¢ usuwa-
nia mikroplastikow jest rozna zaleznie od ich rozmiaréw. Koagulacja polistyrenu
i polietylenu, przeprowadzona z uzyciem poliakrylamidu i chlorku zelaza(IIT), wskazata
na bardzo niski poziom wolnego koagulantu po zakonczeniu procesu. Jednym
z zaproponowanych wyjasnien mechanizmu koagulacji jest neutralizacja tadunku
i potgczenie sie zanieczyszczen W 0sadach amorficznych. Proces neutralizacji odnosi sie
glownie do réznoimiennie natadowanych czastek, ktore sa zobojetniane przez produkty
hydrolizy koagulantéw [17]. W przypadku flokulacji przeprowadzono badania
z wykorzystaniem poliakrylamidu oraz atunu glinowo-potasowego. Roznoimiennie
natadowane czastki atunu silnie przyciagaja duze ilosci poliakrylamidu, tym samym
tworzac duze skupiska czastek przypominajace ,.ktaczki” [18].

Whioski: Mikro- i nanoplastiki stanowig bardzo powazny problem $rodowiskowy, ktory
moze negatywnie wptywac na nie tylko na faung i flore, ale takze na zdrowie czlowieka.
Wymienione wyzej metody oczyszczania wody i $ciekéw z tego typu zanieczyszczen sa
w stanie do$¢ efektywnie usungé mikroplastiki, natomiast kwestia usuniecia nanoplasti-
kéw jest bardziej problematyczna [15]. Dlatego tez istnieje pilna potrzeba opracowania
nowych, skutecznych metod usuwania nanoplastikow ze srodowiska.
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WPLYW MATRYCY NA USUWANIE ZWIAZKOW
PERFLUOROWANYCH Z PROBEK SRODOWISKOWYCH

A. KRZYSZCZAK-TURCZYN'? B. CZECH!, I. SADOK? 'UMCS, Wydzial Che-
mii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, PI.
Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin, 2KUL, Wydziat Medyczny, Instytut Nauk
Biologicznych, Katedra Chemii, ul. Konstantynow 1J, 20-708 Lublin

Abstrakt: Zwiazki per- i polifluoroalkilowe (PFAS) maja bardzo szerokie zastosowanie
w wielu gateziach przemystu, ajednoczesnie sa toksyczne dla organizmow zywych.
Mnogos¢ ich aplikacji §wiadczy jednoczes$nie o ogromnej liczbie zrodet, z ktorych PFAS
(jak rowniez produkty ich degradacji) moga by¢ uwalniane do §rodowiska. Zawartos$ci
przedstawicieli tej grupy zwigzkow W probkach $rodowiskowych, szczegélnie
w probkach wodnych, sg alarmujace. Dlatego tez aktualne trendy badan dotyczacych
PFAS ukierunkowane sg m.in. na poszukiwaniu nowych metod usuwania zwigzkoéw per-
i polifluoroalkilowych z matryc wodnych, badaniu mechanizmu tego procesu, ocenie
wptywu czynnikéw organicznych i nieorganicznych na efektywno$é oczyszczania pro-
bek wodnych. Celem badan byla ocena wptywu jondéw nieorganicznych i r6znych ma-
tryc wodnych na wydajno$¢ procesu fotokatalitycznego usuwania zwigzku z grupy
PFAS.

Woprowadzenie: Zwiazki perfluorowane i polifluorowane stanowiag ogromna grupe
(ponad 3000 zwigzkow) rozpuszczalnych w wodzie, syntetycznych organicznych surfak-
tantow [1,2]. Zakres ich wykorzystania W roznych gateziach przemystu jest bardzo sze-
roki. Pomimo wielu zalet dotyczacych konkretnych zastosowan, zwiazki perfluorowane
sg toksyczne dla organizmow zywych [3]. Stanowig rowniez powazne zanieczyszczenie
srodowiskowe W zwigzku z ich wysoka stabilnoscig i trwatoscig w warunkach natural-
nych [2], ktore wynikaja glownie z obecnosci licznych wigzan C-F. Szerokie spektrum
zastosowania zwiazkow z grupy PFAS jest rownoznaczne Z istnieniem réwnie duzej
ilosci potencjalnych zrodet zanieczyszczenia $rodowiska badanymi substancjami oraz
produktami ich degradacji. Obecno$¢ PFAS potwierdzono w rdéznych probkach srodowi-
skowych, zywnosci, wodzie, $ciekach, jak rowniez probkach ludzkiej krwi [2]. Zwiazki
z grupy PFAS zostaly zakwalifikowane do grupy trwatych zanieczyszczen organicznych
przez Konwencj¢ Sztokholmska oraz Komisj¢ Europejska. Ich zawartosci w wodzie
pitnej podlegaja kontroli i nie powinny przekracza¢ dopuszczalnych poziomoéw ustalo-
nych przez rézne instytucje, np. 70 ppt dla PFAS — ograniczenie natozone przez Komisje
Europejska i Amerykanska Agencje Ochrony Srodowiska (US-EPA) [2]. Ograniczenia
zawarto$ci badanych zwigzkow w wodzie pitnej, a takze alarmujgce zawarto$ci PFAS
w roznych probkach srodowiskowych (Tabela 1) zmuszajg naukowcow do poszukiwania
nowych metod wumozliwiajagcych oznaczanie niskich stezen zwigzkoéw per-
i polifluoroalkilowych w zréznicowanych matrycach. Aktualne sposoby ich oznaczania
obejmujg glownie chromatografi¢ cieczowg oraz gazowsa sprz¢zong z tandemowsg spek-
trometrig mas [2,4-6]. Zmetod bezposredniego oznaczania zwiazkow per-
i polifluoroalkilowych nalezy wykluczy¢ spektroskopie UV-Vis oraz metody elektro-
chemiczne [2]. Wynika to przede wszystkim z tego, iz nie sg one optycznie lub elektro-
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chemicznie czynne, jak rowniez z braku chromoforéw lub elektroaktywnych grup funk-
cyjnych [2]. Roéwnoczesnie intensywnie poszukiwane sg nowe materiaty zdolne do usu-
wania PFAS z wodnych probek srodowiskowych.

Tabela 1. Przykladowe zawartosci perfluoroalkilowych  kwasow  karboksylowych — (PFCA)
i perfluoroalkilowych kwasow sulfonowych (PFSA) w wodnych prébkach srodowiskowych.

Matryca PFCA/PFSA Zakres stezen (liczba probek) Pozycja literaturowa
_ PFCA <LOD* — 4,2 ng/L (16)
woda pitna [71
PFSA <LOD* - 9,8 ng/L (16)
. PFCA 0,2— 60,0 ng/L (14)
$cieki [8]
PFSA 0,6 — 240,0 ng/L (14)
woda PFCA <LOD* — 290,0 ng/L (102) (9
gruntowa PFSA <LOD* — 143,0 ng/L (102)
woda
rzeczna PFCA <LOD* - 38,0 ng/L (2) [10]

* LOD - granica wykrywalno$ci metody analitycznej wykorzystanej w danej pozycji literaturowej.

Cze$¢ eksperymentalna: Celem badan byta ocena wptywu konkurencyjnych jondéw
nieorganicznych (chlorkowych, azotanowych(V), fosforanowych(V), wodoroweglano-
wych w stezeniu 5 mmol/L) i r6znych matryc wodnych (woda destylowana, woda wodo-
ciggowa, oczyszczone $cieki, woda z rzeki ,,Bystrzyca”) na aktywnos$¢ fotokatalityczng
dwoch materiatbw podczas usuwania kwasu perfluoroheksanowego (PFHXA,
CsF1;COOH, CAS: 307244, masa czasteczkowa: 314,054 g/mol) z matrycy wodnej.
Pierwszy fotokatalizator (I fotokatalizator) zostal uzyskany w wyniku modyfikacji wol-
framianu bizmutu jonami cynku [5], natomiast drugi materiat (Il fotokatalizator) to mo-
dyfikowany Zelazem katalizator cynkowy otrzymany metodg hydrotermalng. Ekspery-
ment polegal na oznaczaniu zmian st¢zenia PFHXA podczas na$wietlania $wiattem wi-
dzialnym w obecnosci wybranego fotokatalizatora. Do uktadu wprowadzano czynnik
(wybrany jon nieorganiczny) lub eksperyment przeprowadzano w wybranej matrycy
wodnej. Po ustaleniu stanu rownowagi adsorpcyjno-desorpcyjnej w ciemnos$ci (30 min),
wilgczono lampe i po odpowiednim czasie pobierano probki. Po przefiltrowaniu przez
filtr strzykawkowy (0,2 um, wykonany z polipropylenu), probki analizowano ilo§ciowo
metoda chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometrem mas typu kwadrupol
sprzezony z analizatorem czasu przelotu model 6538 (LC-ESI-QTOF/MS, z ang. liquid
chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry with the electrospray
ionization source) [5] lub metoda chromatografii cieczowe]j potaczonej ze spektrome-
trem mas typu pojedynczy kwadrupol model 6120 (HPLC-ESI-SQ, z ang. high perfor-
mance liquid chromatography single quadrupole mass spectrometer with the electrospray
ionization source) firmy Agilent Technologies. Jonizacje probki uzyskano poprzez elek-
trorozpraszanie, a jony charakterystyczne dla analitu §ledzono W trybie jondw ujemnych.

Wyniki: Naturalne sktadniki matrycy wodnej (np. nieorganiczne jony, zwigzki orga-
niczne) moga konkurowa¢ o miejsce aktywne na powierzchni fotokatalizatora.
W przeprowadzonym eksperymencie, efektywnos¢ fotokatalitycznego usuwania PFHXA
ulegta spadkowi W obecnos$ci matrycy wodnej wzbogaconej wybranymi jonami nieorga-
nicznymi (chlorkowymi, azotanowymi(V), fosforanowymi(V)). W przypadku jonoéw
wodoroweglanowych, znaczacych zmian nie zanotowano. Najwickszy spadek zaobser-
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wowano dla probek z dodatkiem jondéw azotanowych(V) w przypadku | fotokatalizatora
oraz dla jonoéw chlorkowych w odniesieniu do 1l katalizatora (Rys. 1). Mniejsza skutecz-
no$¢ usuwania badanego zwiazku wynikata z konkurencyjnego tworzenia rodnikow
azotanowych o mniejszej sile utleniajacej niz rodniki hydroksylowe, a tym samym mniej
wydajnymi w rozktadzie PFHxA. Najlepsze wyniki (tzn. najlepszg efektywnos¢) doty-
czace wplywu matrycy wodnej na efektywnos¢ fotokatalitycznego usuwania kwasu
perfluoroheksanowego na zmodyfikowanym wolframianie bizmutu, otrzymano dla wody
wodociagowej, przy czym dane dotyczace fotokatalizy przeprowadzonej w wodzie de-
stylowanej i oczyszczonych $ciekach sa zblizone (najmniejsza efektywno$¢ usuwania
analitu otrzymano dla PFHXA rozpuszczonego w wodzie destylowanej) (Rys. 1). Przy-
czyng spadku wydajnosci procesu usuwania kwasu perfluoroheksanowego jest m.in.
obecnos¢ jonow interferujacych (chlorkowych, azotanowych(V), fosforanowych(V), jak
réwniez jondéw zelaza, czy magnezu) oraz rozpuszczonej materii organicznej. W przy-
padku drugiego Kkatalizatora, najlepsza efektywno$¢ fotokatalitycznego utleniania
PFHXA otrzymano w wodzie destylowanej. Mniejszg efektywno$é procesu uzyskano
w wodzie z rzeki ,,Bystrzyca” i najmniejsza W oczyszczonych $ciekach, co potwierdza,
ze obecno$¢ rozpuszczonej materii organicznej hamuje wydajnos¢ fotokatalitycznego
utleniania PFHXA na badanym uktadzie.

1,20
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% 1,00 Bl fotokatalizator
% oszo0
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o

(=]
=

(=]
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Rys. 1. Efektywno$¢ fotokatalitycznego usuwania PFHxA (jako stosunek stezenia PFHXA po procesie fotoka-
talizy do stgzenia wyjsciowego) w roztworach zawierajacych rozne jony nieorganiczne, jak rowniez
w wybranych matrycach wodnych (DW — woda destylowana, TW — woda wodociagowa, TWW — oczyszczone
$cieki, RW — woda z rzeki ,,Bystrzyca”).

Whioski: Niemal wszystkie zbadane jony interferujace spowodowaly spadek efektyw-
nosci usuwania analitu. W przypadku wptywu rodzaju matrycy wodnej, najlepsza wy-
dajnos¢ procesu usuwania PFHxA otrzymano dla wody wodociagowe;j (I fotokatalizator)
i wody destylowanej (11 fotokatalizator), a najmniejszg dla wody destylowanej (I fotoka-
talizator) i oczyszczonych $ciekow (II fotokatalizator). Wyniki potwierdzaja, ze zarowno
wplyw jonow interferujacych, jak rowniez sktadu matrycy zalezy od rodzaju zastosowa-
nego fotokatalizatora (sktadu chemicznego, budowy strukturalnej, sposobu otrzymywa-
nia, ilo$ci i jakosci grup funkcyjnych obecnych na powierzchni materiatu). Dane otrzy-
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mane dla I fotokatalizatora ukazujg, ze pomimo spadku efektywnosci procesu fotokatali-
tycznego usuwania analitu w roztworze zawierajacym wybrane jony konkurencyjne,
efekt ich obecnosci znosi si¢ z efektem innych substancji obecnych w wodzie wodocia-
gowej (wyniki dotyczace wptywu matrycy). Co wiecej, W matrycy wody wodociggowe;j
znajdujg si¢ zwiazki zwigkszajace wydajnos¢ usuwania PFHxA. Dlatego tez kolejnym
etapem badan bedzie identyfikacja tych substancji i ilo§ciowe okre$lenie ich wptywu na
fotokatalityczne usuwanie kwasu perfluoroheksanowego. W przypadku fotokatalizatora
11, najlepsza fotokatalityczng aktywno$¢ otrzymano w wodzie destylowanej. Oznacza to
znaczacy wpltyw jondw nieorganicznych (m.in. jondw chlorkowych, azotanowych(V) —
Rys. 1) i zwiagzkow organicznych na obnizenie fotokatalitycznych zdolnos$ci utleniania
zmodyfikowanego zelazem katalizatora cynkowego.
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OCENA WPLYWU ZANIECZYSZCZEN DROGOWYCH
NA JAKOSC WODY W ZBIORNIKACH ODWADNIAJACYCH
DROGE EKSPRESOWA S 17

J. NOWOSAD?, J. TOMASIK!, A. GRYBOS', J. GORSKA®!, J. SITARSKI *,
A. BARTKOWSKA? W. PLASKA? 'SKN Hydrobiologii i Ochrony Srodowiska,
“Katedra Hydrobiologii i Ochrony Ekosystemow, Wydziat Biologii Srodowiskowej, UP
Lublin ul. Dobrzanskiego 37, 20-262 Lublin

Abstrakt: W oparciu o wyniki badan laboratoryjnych probek wody, dokonano oceny
wplywu transportu drogowego na jako$¢ wody w zbiornikach odwadniajacych obwodni-
ce Lublina. Probki zostaly pobrane z czterech réznych zbiornikéw retencyjnych umiej-
scowionych miedzy weztami Stawinek i Elizowka. Pierwszy oraz drugi sg state oraz
charakteryzuja si¢ wystepowaniem W nich roslinnosci i wielu przedstawicieli fauny,
rowniez ryb. Trzeci wysycha, gdy temperatura powietrza sigga 30 stopni Celsjusza,
czwarty wysycha czgsto nawet ponizej tej temperatury. Proby pobrano pigciokrotnie
w okresie od kwietnia 2023 roku do lutego 2024 roku. Po odpowiednim zabezpieczeniu
przetransportowano je i poddano analizom fizyko-chemicznym w Katedrze Hydrobiolo-
gii i Ochrony Ekosystemow Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Otrzymane wyni-
ki badan wilasciwosci fizyko-chemicznych pobranych prob wykazaty wptyw dziatan
cztowieka na stan wody tychze zbiornikoéw retencyjnych, jednakze wigkszo$¢ zanie-
czyszczeh (w szczegblnym stopniu zasolenie) okazata sie neutralizowana w czasie okre-
su wegetacyjnego przez roéliny wodne, dzigki czemu zbiorniki te moga funkcjonowaé
jako siedliska zastepcze dla hydrobiontow.

Whprowadzenie: Pod pojeciem retencji kryje sie mozliwo$¢ magazynowania oraz gro-
madzenia wody w okreslonym czasie i miejscu. W przypadku zbiornikéw przy obwod-
nicy Lublina obserwujemy retencj¢ powierzchniows. Zbiorniki wspieraja gospodarowa-
nie wodg splywajaca po powierzchniach asfaltowych i betonowych tworzacych szlaki
obwodnicy [1]. Pierwszorzedng funkcja tychze struktur jest przechwytywanie wody
opadowej z drog oraz jej dtugotrwale magazynowanie, gdyz ze wzgledu na swoja budo-
we (betonowa) nie splywa z nich winne miejsca. Spelniajac to zadanie zapobiegaja
nadmiernemu przedostawaniu sie¢ wody opadowej do kanalizacji, tym samym odcigzaja
sie¢ 1 umozliwiajg pominiecie sptywu jej nadmiaru do rzek [2]. Sg one stosunkowo hie-
wielkie, co wigze si¢ z duzg podatno$cig na wpltywy zewnetrzne, chociazby temperatury.
Dwa z badanych zbiornikow na terenie obwodnicy Lublina narazone sg na czasowe
wysychanie. Dwa pozostale sg state, wzbogacone w ro§linno$¢ oraz sg miejscem zycia
dla wielu organizméw - poczawszy od bezkrggowcoOw, konczac na organizmach wyz-
szych, takich jak ryby. Ich powierzchnia sigga do 2 tysiecy m’, glebokosé do 1,4 m,
z kolei w zbiorniku czwartym tylko do 0,3 m. Ro$linno$¢ odgrywa kluczowa role przy
walce ze skutkami oddziatywan zanieczyszczen drogowych na tamtejsze zbiorniki. Nie-
stety, wraz z coraz to wigksza ingerencjg cztowieka w Srodowisko poprzez, np. wspo-
mniang rozbudowe¢ drog, czy rozwoj komunikacji rosnie emisja zanieczyszczen
i zauwazalne staja si¢ liczne zmiany ekologiczne. Sptywy powierzchniowe moga zawie-
ra¢ nastepujace zani€czyszczenia: zawiesiny, substancje olejowe np. chlorki, zwigzki
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biogenne, takie jak: fosfor, potas, azot, poza nimi réwniez metale ci¢zkie, mikrozanie-
czyszczenia [3]. Gtownym zanieczyszczeniem wptywajacym na jako$¢ wody badanych
zbiornikow jest sol drogowa stosowana przez shuzby utrzymujace droge do likwidowania
sliskosci na powierzchni jezdni.

Cze$¢ eksperymentalna: Eksperyment mial na celu zbadanie wody pochodzacej
z czterech zbiornikdow retencyjnych obwodnicy Lublina na odcinku migdzy weztami
Stawinek oraz Elizowka. Pobrania odbyly si¢ w czterech miesigcach 2023 roku, tj.
w kwietniu, maju, lipcu i listopadzie oraz w lutym 2024 roku. Numeracja prob odpowia-
da pojedynczym zbiornikom retencyjnym. Materiatl badawczy, jakim byla woda, zostat
odpowiednio pobrany do plastikowych pojemniczkow, zabezpieczony zakretkami
i dostarczony do laboratorium Katedry Hydrobiologii i Ochrony Ekosysteméw Uniwer-
sytetu Przyrodniczego w Lublinie w celu przeprowadzenia analizy fizyko-chemicznej.
Wykorzystano w tym celu: pH-metr, ktérym okre$lono odczyn wody; miernik wielopo-
miarowy YSI, z pomocg ktérego zmierzono przewodnictwo elektrolityczne i zawiesing
0g6lna; spektrofotometr Pastel UV, ktorym wykonano oznaczenia: wegla organicznego,
zwigzkow powierzchniowo czynnych (surfaktantow), chemicznego zapotrzebowania na
tlen (COD) i biologicznego zapotrzebowania na tlen (BOD).

Wyniki: Usrednione warto$ci wynikow analiz wszystkich stanowisk wyniosty kolejno:
TSS (rzeczywista waga suchej zawiesiny) - 21,44 mg/l, TOC (ogolny wegiel organicz-
ny) - 5,67 mg/l, NO; (azotany) - 0,43 mg/l, SUR (surfakanty) - 2,48 mg/l, COD (che-
miczne zapotrzebowanie na tlen) - 14,14 mg/l, BOD (biologiczne zapotrzebowanie na
tlen) - 7,97 mg/l, przewodnictwo elektrolityczne - 1069,68 uS/cm, odczyn - 8,43 pH.
Szczegodlnie dynamicznymi whasciwosciami okazaty si¢ by¢ przewodnictwo elektryczne,
odczyn wody i chemiczne zapotrzebowanie na tlen. Reszta parametrow utrzymywata si¢
zwykle w granicach normy dla tego typu zbiornikow. Przewodnictwo elektrolityczne
wody okre$la jej zdolno$¢ do przewodzenia pradu elektrycznego, co zalezy od ilosci
zanieczyszczen znajdujacych si¢ w wodzie. Wraz ze wzrostem zanieczyszczenia wody
wzrasta jej warto$¢ przewodnictwa [4]. W przypadku badanych zbiornikéw wysokie
przewodnictwo powodowane bylto sptywem zasolonych wod z powierzchni drogowych.
Najwyzsze warto$ci odnotowano pod koniec zimy. Nastgpnie wraz z rozwojem roslinno-
$ci wodnej i rozwojem fitoplanktonu zaobserwowano stopniowy spadek przewodnictwa,
ktory pod koniec sezonu wegetacyjnego osiggato wartosci typowe dla wod naturalnych.
Chemiczne zapotrzebowanie na tlen (ang. chemical oxygen demand, COD) to umowny
wskaznik jakosci wody. Opisuje on iloé¢ tlenu (w mg) potrzebng do utlenienia zwigzkow
chemicznych znajdujacych sic w 1dm® wody [5]. Warto$¢ pH jest ujemnym dziesietnym
logarytmem ze stezenia molowego kationow wodorowych. Okresla, ile moli jonow H*
znajduje si¢ w 1 dm® wody. Optymalny odczyn dla badanych zbiornikéw wynosi pomie-
dzy 6,5 a 8,5 pH. Dla organizméw wodnych szkodliwa jest zaréwno za wysoka jak i za
niska warto$¢ tego wskaznika. Dzieje si¢ tak, poniewaz jony amonowe NH," bedace
produktem przemiany materii u ryb przeksztalcaja si¢ w znacznie bardziej toksyczny
amoniak (NH3) wraz ze wzrostem wartoéci pH. Z kolei wraz ze spadkiem warto$ci pH
zwigksza si¢ toksyczno$¢ azotynu, ktory jest posrednim produktem rozktadu materiatu
organicznego na azotan. Poza tym nieoboj¢tne dla organizméw wodnych sa duze waha-
nia odczynu wody, ktoére powoduja u nich stres, szczeg6lnie niebezpieczny dla wielu
gatunkow bakterii potrzebnych do rozktadu substancji szkodliwych [6].
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Rys. 1. Chemiczne zapotrzebowanie na tlen w badanych zbiornikach.
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Rys. 2. Wahania przewodnictwa elektrolitycznego wody w badanych zbiornikach.
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Rys. 3. Odczyn wody w badanych zbiornikach w czasie trwania eksperymentu.

Whioski: Przeprowadzone badania wykazaly, Ze najpowazniejszym zanieczyszczeniem
drogowym jest sol spltywajaca w okresie kiedy stuzby drogowe likwidujg §lisko$¢ na-
wierzchni. Powoduje ona wzrost przewodnictwa elektrolitycznego w zbiornikach az do
warto$ci dochodzacych dla wod stonawych. Jednak rozwdj roslin naczyniowych
i fitoplanktonu efektywnie wbudowuje rozpuszczong sl w biomase powodujgc relatyw-
nie szybkie oczyszczenie zbiornikow. Pozostate parametry sg typowe dla matych zbior-
nikéw W roznych etapach eutrofizacji.

Literatura:
1. M. Suchocka, , M. Siedlecka, Powierzchniowe systemy infiltracyjne z mozliwoscia retencji wody jako
metoda odwadniania nawierzchni drog i ulic. Drogownictwo, 4 (2017) 128.

2. Z. Kajak: Hydrobiologia-limnologia. Ekosystemy wod $rodladowych, Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa 1998.

3. J. Gawdzik, Mobilnos¢ wybranych metali cigzkich w osadach Sciekowych, Wydawnictwo Politechniki
Swigtokrzyskiej, Kielce 2013.

4. E. Bajkiewicz-Grabowska, Z. Mikulski, Hydrologia ogdlna, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
2007.

5. J. Dowgialto, A. Kleczkowski, A. Macioszczyk, A. Rozkowski, Stownik hydrogeologiczny, PIG, Warszawa
2002.

6. R. P. Lana, J. B. Russell, M. E. Van Amburgh, J. Animal. Sci., 76 (1998) 2190.

295



Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

GLICEROL JAKO SUROWIEC DO PRODUKCJI BIOETANOLU
W PROCESIE FERMENTACYJNYM

D. SOBOCINSKI, R. ZAGRODNIK, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydziat
Chemii, Zaktad Technologii Chemicznej, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614
Poznan

Abstrakt: Biopaliwa w tym bioetanol stanowig alternatywe dla paliw kopalnych. Bio-
etanol moze by¢ produkowany np. na drodze proceséw fermentacyjnych wobec glicerolu
bedacego odpadem produkcji biodiesla. W badaniu oceniono sktad pozywki oraz warun-
ki prowadzenia proceséw fermentacyjnych na produkcje bioetanolu z glicerolu. Zebrane
wyniki wykazaly, ze najlepsza produkcje etanolu oraz najwyzszy stopien przereagowa-
nia glicerolu mozna uzyskac stosujac suplementacje pozywki kwasem octowym. Pozwo-
lito to na optymalizacje sktadu pozywki do dalszych badan oraz zastosowania bioetanolu
w koncepcji biorafinerii.

Woprowadzenie: Ciaggle wahania cen ropy naftowej oraz degradacja $rodowiska spra-
wiaja, ze konieczne jest zastgpienie paliw kopalnych biopaliwami. Tego typu paliwa
generowane sg na drodze proceséw biologicznych, stanowigc biodegradowalna, ekono-
miczng oraz ekologiczng alternatywe. Bioetanol jest przyktadem biopaliwa, ktorego
produkcja w ostatnich latach gwattownie wzrasta. Wynika to z mozliwo$ci jego stoso-
wania w réznych gateziach przemystu: w motoryzacji w formie czystej lub jako miesza-
nina z benzyna (gazohol) do napedzania silnikow [1], produkcji kosmetykow, zywnosci,
napojow oraz W przemysle farmaceutycznym. Obecnie produkcja bioetanolu w znacznej
cze$ei oparta jest na roslinach spozywczych tj. kukurydza i trzcina cukrowa. Negatyw-
nym tego skutkiem jest wzrost cen zywnosci [2]. Dlatego konieczne jest znalezienie
innych surowcow, ktore bytyby rownie tanie i efektywne jak biomasa np. glicerol. Sza-
cunkowa cena etanolu wyprodukowanego na bazie glicerolu jest nizsza niz w przypadku
tradycyjnej produkcji opartej np. na kukurydzy i wynosi odpowiednio 0.2694 US$ oraz
0.3381 US$ za litr [3]. Zrédlem glicerolu moze byé odpad z produkcji biodiesla, ktory
produkowany jest na skale przemystowg jako substytut oleju napedowego. Szacuje sig,
ze 1 kg glicerolu tworzy sie podczas produkeji 10 kg biodiesla [3]. Odpadowy glicerol
jest zanieczyszczony. Dlatego jego dalsze przemystowe wykorzystanie wymaga kosz-
townego procesu oczyszczania. Dodatkowo popyt na glicerol jest znacznie mniejszy niz
jego produkcja, przez co glicerol stat si¢ tatwo dostgpnym surowcem, ktérego cena
zmniejszyta si¢ 10-krotnie [4]. Stwarza to szans¢ na wykorzystanie go jako substratu
W procesach fermentacyjnych, ograniczajac jego negatywny wplyw na srodowisko [5].
Jednym z mikroorganizméw zdolnych do produkeji etanolu, wodoru oraz kwasu bursz-
tynowego na drodze proceséw fermentacyjnych jest szczep Escherichia coli [6]. Warto
zaznaczy¢, ze W przypadku etanolu oraz wodoru odnotowuje si¢ wyzszg wydajno$é
produkcji, gdy zrodtem wegla jest glicerol niz cukry. Celem badan byto ustalenie opty-
malnych warunkéw do bioprodukcji etanolu z glicerolu na drodze proceséw fermenta-
cyjnych przez E. coli MG1655 (K12). W trakcie badan dokonano oceny wptywu pH (6,3
oraz 7,0), ekstraktu drozdzowego oraz peptonu W st¢zeniu 1 g/L oraz 3 g/L, kwasu oc-
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towego (HAcC) 2 g/L oraz poczatkowych warunkow beztlenowych na produkeje bioeta-
nolu oraz biowodoru.

Czes$¢ eksperymentalna: W ramach eksperymentu przygotowano 10 uktadéw pomia-
rowych w trzech powtdrzeniach. Procesy fermentacyjne prowadzono w kulturach okre-
sowych w butelkach szklanych (bioreaktorach) przy objgtosci roboczej 25 mL. Pozywka
sktadata si¢ z: glicerolu (99,5%) 25g/L, K,HPO, 1,74 g/L, KH,PO, 2,715 g/L,
MgSO,x7H,0 0,2 g/L, CaCl,x7H,0 0,05 g/L, FeSO,x7H,0 0,05 g/L, 1 mL mikroele-
mentow. Zawierala ona réwniez pepton, ekstrakt drozdzowy oraz kwas octowy
w ilosciach podanych w Tabeli 1. Butelki z pozywka po korekcie pH (Tab. 1) za pomoca
3 M NaOH i3 M HCI zamkni¢to korkami z gumy butylowej, zakapslowano aluminio-
wym kapslem oraz sterylizowano w autoklawie w temp. 120°C przez 20 minut. W ukta-
dach A-H zapewniono warunki beztlenowe przez barbotaz Ar 5.0 uktadéw przed za-
szczepieniem wszystkich bioreaktoréw 10% (v/v) aktywna kulturg bakteryjna E. coli
MG 1655. Badania prowadzono w temp. 35°C przez 23 doby zapewniajac state miesza-
nie z szybkoscig 180 rpm (ELMI DOS-10M). Warto$¢ pH byta utrzymywana na statym
poziomie przez caly czas trwania eksperymentu poprzez okresowe pomiary pH (elektro-
da szklana Hydromet typ ERH-13-6, pH-metr typu N5170E) oraz dozowanie sterylnego
4 M NaOH. Zawarto$¢ biowodoru w hiogazie oceniono metodag GC na chromatografie
gazowym Varian CP-3800 z kolumng CPCarboPLOT P7 oraz detektorem TCD wobec
argonu 5.0 jako gazu no$nego. Zwigzki organiczne oznaczono metodg HPLC przy po-
mocy chromatografu Dionex Ultimate 3000, ThermoScientific, SHODEX kolumna SH
1011, detektor RI i UV, wobec 13 mM H,SO, jako eluentu, przy przeptywie 1 mL/min
i temp. 60°C.

Tabela 1. Uktady badane w trakcie prowadzonego eksperymentu.

Nazwa uktadu pH Stezenie [g/L] — kwas octowy Ar5.0
pepton ekstrakt drozdzowy (HAC) [g/L]

Uktad A 6,3 1 1 X
Uktad B 7,0 1 1 X
Uktad C 6,3 1 1 X
Uktad D 7,0 1 1 X
Uktad E 6,3 3 3 X
Uklad F 7,0 3 3 X
Uktad G 6,3 3 3 X
Uktad H 7,0 3 3 X
Uktad I 6,3 1 1

Uktad J 7,0 1 1

Wyniki: Glownymi produktami powstajacymi w procesach fermentacyjnych byt etanol
oraz wodor. Porownujgc zawarto$¢ etanolu i wodoru w bioreaktorach (rys. 1) mozna
zauwazy¢, ze prowadzenie procesow fermentacyjnych przy pH 6,3 skutkuje ich wyzsza
zawarto$cig niz przy pH 7,0 we wszystkich badanych uktadach z wyjatkiem bioreakto-
row zawierajacych ekstrakt drozdzowy i pepton w stezeniu 3 g/L (E i F). Potwierdzito
to, ze optymalnym pH do produkcji etanolu z glicerolu jest pH 6,3 [6], zwlaszcza przy
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niskim st¢zeniu ekstraktu drozdzowego oraz peptonu W pozywce. W uktadzie F stezenie
etanolu bylo o 23% wyzsze przy pH 7,0 niz przy pH 6,3 (uktad E) i wynosito
0,1013+0,0012 mol/L, natomiast st¢zenie wodoru byto réwne 0,0810+0,0010 mol/L. W
bioreaktorach A i B pracujacych przy 3-krotnie nizszym stezeniu ekstraktu i peptonu
zawarto$¢ etanolu i wodoru byta nizsza niz w uktadach E i F. Tym samym mozna wnio-
skowaé, ze W przypadku wyzszych stezen ekstraktu drozdzowego oraz peptonu prefero-
wanymi warunkami do prowadzenia procesow fermentacyjnych jest pH rowne 7,0.
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Rys. 1. Stegzenie poszczegdlnych metabolitow W zaleznosci od warunkow prowadzenia proceséow fermenta-
cyjnych.

Na podstawie przeprowadzonych badan wnioskowano, ze ekstrakt drozdzowy oraz
pepton wspomaga wzrost bakterii E. coli MG1655, efektem czego jest wzrost stopnia
przereagowania glicerolu z 18% do 44+1% w przypadku uktadow B i F (rys. 2). Jed-
nak wysokie stezenie tych zwigzkéw W pozywce moze powodowaé wysokie koszty
produkcyjne w skali przemystowej zmniejszajgc rentowno$¢ procesu [7]. Wyzszg
produkcje etanolu oraz wodoru odnotowano réwniez W uktadach mikrotlenowych,
powstatych na skutek braku odtleniania pozywki Ar 5.0. Efektem czego obserwujemy
1,4-krotny oraz 1,65-krotny wzrost st¢zenia etanolu odpowiednio dla uktadow I iJ
w stosunku do uktadow, ktore poddano odtlenieniu (uktady A iB). Wydajnos¢ pro-
dukcji etanolu w warunkach mikrotlenowych wzrosta do 29% dla uktadu o pH 6,3
oraz do 25+1% dla uktadu o pH 7,0 (rys. 2). Produkcja wodoru w warunkach mikro-
tlenowych wynosita 0,0684+0,0011 mol/L oraz 0,0517+0,0049 mol/L odpowiednio dla
pH 6,3 oraz 7,0. Najwyzsza produkcj¢ etanolu oraz wodoru uzyskano w przypadku
uktadéw suplementowanych kwasem octowym przy pH 6,3 tj. uktadach C i G. Dla
uktadu C stezenie etanolu wynosito 0,1606+0,0050 mol/L. Stezenie to bylo 2,84 razy
wyzsze od stezenia etanolu uzyskanego bez suplementacji kwasem octowym (uktad
A). Natomiast w przypadku bioreaktora G bylo podobne i wynosito
0,1695+0,0014 mol/L (2-krotny wzrost w stosunku do uktadu E). Produkcja wodoru
utrzymywata si¢ na poziomie 0,0901+0,0067 mol/L oraz 0,0968+0,0018 mol/L wodo-
ru odpowiednio w bioreaktorach C i G. Wysokie stezenie etanolu znajdujacego si¢
w bioreaktorach C i G bylo skorelowane z okoto 60% stopniem przereagowania glice-
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rolu oraz wydajnoscig produkcji etanolu utrzymujacg si¢ na tym samym poziomie.
Wartosci te byty najwyzsze na tle wszystkich badanych uktadéow. Suplementacja glice-
rolu kwasem octowym podobnie jak niewielkie ilosci tlenu obecnego W pozywce
w warunkach mikrotlenowych pelnig role akceptoréow [8] elektronéw, pozwalajac na
zrownowazenie reakcji redoks zachodzacej w komorce. Uzycie kwasu octowego jako
kosubstratu zmniejsza nadmiar NADH w warunkach beztlenowych, poniewaz jest on
zuzywany do produkcji etanolu z kwasu octowego poprzez acetylo-CoA, poprawiajac
produkcje¢ etanolu oraz rozktad glicerolu [7].
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Rys. 2. Wydajnosé¢ produke;ji etanolu oraz stopien przereagowania glicerolu W poszczegdlnych w zaleznosci
od warunkéw prowadzenia procesow fermentacyjnych.

Whioski: Optymalnymi warunkami do produkcji etanolu oraz wodoru z glicerolu jest
pH 6,3 oraz stgzenie ekstraktu drozdzowego oraz peptonu (3 g/L) z dodatkiem kwasu
octowego (2 g/L). Jednak z uwagi na wysokie koszty ekstraktu drozdzowego oraz pep-
tonu, a takze nieznaczng réznicg W ostatecznej zawartosci etanolu w bioreaktorach o ich
réznym ste¢zeniu zalecane jest prowadzenie badan przy nizszym stezeniu tych substancji.
Uzyskane wyniki zachecajg do prowadzenia dalszych badan zwlaszcza w systemie cia-
glym, stwarzajac szans¢ na potaczenie z innymi procesami fermentacyjnymi w koncepcji
biorafinerii.
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