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Szanowni Panstwo,

Oddajemy w Panstwa rece kolejng monografi¢ pt. ,,Nauka i przemyst — metody
spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwoséci”. Prezentuje ona prowadzone
przez Pafistwa badania naukowe, niejednokrotnie innowacyjne i ma na celu prezentacje
najnowszych osiagnie¢ z wielu obszardéw i dyscyplin naukowych na rzecz rozwoju nauki
oraz jej transferu do przemystu.

Innowacyjne rozwiazania napgdzaja przemyst. Sg podstawa do wieloaspektowego
rozwoju przedsiebiorstw, osiagania konkretnych celéw biznesowych i generowania
atrakcyjnych zyskow. Proces tworzenia innowacji nie nalezy jednak do najtatwiejszych.
Wymaga wiedzy, licznych badan, doswiadczenia idostepu do zaawansowanych
technologicznie narzedzi. Swiat nauki moze zaoferowa¢ przedsigbiorcom kompleksowe
wsparcie w tworzeniu innowacji.

Osrodki akademickie w kraju oprocz tworzenia nowej wiedzy i jej przekazywania
w procesie dydaktycznym, realizuja misj¢, jaka jest utatwianie przeplywu wiedzy
i technologii do $wiata przemystu. Nawigzywanie wzajemnych wspolpracy miedzy
przedstawicielami $wiata akademickiego iprzemystowego jest jednym z pierwszych
krokow w catym procesie transferu wiedzy i technologii.

W interesie kazdej uczelni i instytutu badawczego jest wypracowanie wspdlnych
obszaréw wspoélpracy. Bez watpienia przynosi to obopdlne korzysci, zardowno naukow-
com, jak iprzedsiebiorcom przystosowujacym si¢ do zmieniajacych si¢ warunkow
rynkowych.

Wspolna realizacja projektow 0 charakterze utylitarnym, ktérych wyniki moga
zostaé wykorzystane w przemysle, cho¢by w niewielkim stopniu, stymuluje naukowcow
do ukierunkowania dziatan w stron¢ najbardziej pozadanej tematyki badawcze;j.
Uczelnie ijednostki badawcze stajg sie wigc katalizatorem rozwoju gospodarczego.
Przemyst, dzigki takiej wspotpracy, uzyskuje dostep do najnowszej wiedzy uzupetniony
0 wiedze i doswiadczenie badawcze partnerow naukowych.

Wychodzac naprzeciw powyzszym oczekiwaniom z przyjemnoscia przedktadam
kolejna juz monografi¢ Znaszej serii zawierajaca zbidor prac zwigzanych
z wykorzystaniem metod spektroskopowych zar6wno w badaniach podstawowych, jaki
i aplikacyjnych.

Zycze owocnej lektury!
Zbigniew Hubicki
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PROSTA | CZULA PROCEDURA OZNACZANIA W(VI)
Z WYKORZYSTANIEM PRZYJAZNEGO DLA SRODOWISKA
CZUJINIKA ELEKTROCHEMICZNEGO

M. GRABARCZYK, E. WLAZLOWSKA, M. ADAMCZYK, Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej, Wydziat Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii
Analitycznej, pl. Marii Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: W pracy opisano nowatorska, przyjazng dla srodowisku stata mikroelektrode
bizmutowg zastosowang do bezposredniego oznaczania wolframu metoda katodowe;j
woltamperometrii stripingowej (CSV). Zaleta proponowanego czujnika jest fakt, ze ze
wzgledu na dyfuzj¢ sferyczna, wynikajaca z jego $rednicy 25 pm i niewrazliwo$¢ na
obecno$é¢ tlenu W roztworze, analiza moze by¢ przeprowadzona W miejscu pobrania
probki. Doktadnie zbadano czynniki instrumentalne i chemiczne wptywajace na czuto$é
oznaczen jonéw W(VI) i wybrano ich najkorzystniejsze wartosci, takie jak stezenie
kwasu octowego 0,1 mol L™; stezenie Bi(III) 1,5%10°° mol L™; potencjat/czas aktywacji:
-1,8 V/1 s; potencjat/czas akumulacji: -0,5 V/20 s. W wybranych warunkach metoda
wykazata liniowo$¢ w zakresie stezenn wolframu od 1x10® do 5x10° M, natomiast
granice wykrywalnosci obliczono jako 1,3x10° M.

Woprowadzenie: Wolfram ze wzgledu na bardzo szerokie zastosowanie stat si¢ jednym
z wazniejszych metali W nowoczesnych technologiach. Nalezy do czternastu krytycz-
nych surowcow niezbednych do prawidlowego funkcjonowania gospodarki Europy,
w ktorej najwigkszym konsumentem tego metalu jest przemyst motoryzacyjny. Poza tym
wolfram jest rowniez szeroko stosowany W przemysle o$wietleniowym, elektronicznym
czy tez militarnym. Z drugiej strony nalezy uwzgledni¢ fakt, ze wolfram moze dziataé
toksycznie na ludzi iinne organizmy zywe. Wsrdéd wszystkich mozliwych form
utleniania tego metalu, najbardziej stabilny w $rodowisku jest sze$ciowartosciowy jon
wolframu, ktéry jest gtownie oznaczany W réznych probkach srodowiskowych. Dlatego
doktadne i precyzyjne oznaczenie ilosciowe wolframu(VI) jest niezwykle wazne
W monitoringu §rodowiska [1,2].

Sledzac dane literaturowe mozna zauwazy¢, ze do ilociowego oznaczania wolframu
W réznych rzeczywistych probkach czesto wykorzystywany jest pomiar absorbancji.
Jednak spektrofotometria, ktora jest najpopularniejszg metoda oznaczania wolframu(VI)
czgsto nie zapewnia wystarczajagco wysokiej czutosci. Dlatego praktyczne zastosowania
procedur spektrofotometrycznych sg ograniczone, szczeg6lnie jesli mamy do czynienia ze
skomplikowang matrycg probki, a stezenie wolframu jest na bardzo niskim poziomie [3-6].
Oznaczanie wolframu(VI) na niskim poziomie st¢zen moze by¢ rowniez przeprowadzane
przy uzyciu innych metod, takich jak spektrofluorymetria, absorpcyjna spektrometria
atomowa, atakze metody sprzezone, takie jak spektrometria mas z plazma indukcyjnie
sprz¢zong oraz emisyjna spektrometria atomowa z plazma indukcyjnie sprzgzona. Jednak
w tych przypadkach uzytecznosé¢ tych metod jest rowniez ograniczona, tym razem glownie
wysoka cenag sprzetu. Dlatego tez dobra alternatywa sa metody woltamperometryczne
charakteryzujace si¢ wysoka czulo$cia oznaczen a jednoczes$nie stosunkowo niedroga
aparaturg. Niestety jak donoszg dane literaturowe do tej pory opracowanych zostato tylko
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kilka woltamperometrycznych procedur oznaczania W(VI), zczego w wigkszosci
Z uzyciem toksycznych elektrod rteciowych [7-9].

W prezentowanej pracy przedstawiono procedure oznaczania $ladowych ilosci W(VI)
metodg katodowej woltamperometrii stripingowej (CSV) z wykorzystaniem przyjaznej
dla srodowiska statej mikroelektrody bizmutowej. Metoda CSV opiera si¢ na akumulacji
trudno rozpuszczalnej soli zawierajacej analizowany metal na powierzchni elektrody, po
czym w wyniku zmiany potencjalu w kierunku katodowym uzyskujemy sygnat
analityczny w wyniku procesu redukcji. Mechanizm reakcji w zaproponowanej przez
nas procedurze metoda CSV mozna opisa¢ nastgpujaco: W etapie akumulacji realizowa-
nym przy potencjale -0,5 V wolfram jest nagromadzany w postaci W(V) a nastgpnie
w wyniku zmiany potencjatu elektrody w zakresie od -0,6 V do -0,85 V ulega dalszej
redukcji do W(lII). Ostatni etap prowadzony jest wraz z rejestracja woltamperogramu,
na ktorym widoczny jest dobrze uksztalttowany pik, ktory jest podstawa analizy
ilosciowej W(VI) zawartego w roztworze, w ktérym prowadzony jest pomiar [10].

Cze$¢ eksperymentalna: Pomiary woltamperometryczne prowadzono za pomocg
analizatora pAutolab (Utrecht, Holandia) w uktadzie trojelektrodowym sktadajacym sie
ze stalej mikroelektrody bizmutowej 0 $rednicy 25 pm jako elektrody pracujacej,
elektrody platynowej jako elektrody pomocniczej oraz elektrody chlorosrebrowej jako
elektrody odniesienia. Wszystkie pomiary wykonano w temperaturze otoczenia, bez
konieczno$ci odtleniania roztworu, W ktorym oprocz analizowanej probki obecny byt
rowniez 0,1 mol L™ kwas octowy i 1,5x10° mol L Bi(ll1).

Optymalizacja warunkéw prowadzenia pomiaréw: W celu optymalizacji warunkoéw
oznaczenia W(VI) przeprowadzono szereg eksperymentéw majacych na celu dobor
odpowiedniego elektrolitu pomocniczego, potencjatu i czasu aktywacji mikroelektrody
bizmutowej, stezenia Bi(IIl) w roztworze, potencjatu iczasu akumulacji wolframu.
Kazdy parametr zostat przeanalizowany oddzielnie, a nastgpnie w eksperymentalnie
dobranych warunkach okre$lono wydajno$¢ analityczng metody.

Elektrolit pomocniczy: Wstepne pomiary wykazaty, ze w obecno$ci kwasow nieorga-
nicznych, takich jak HNOs, H,SO,, HsPO,, HCI i HCIO,, nie zaohserwowano analitycz-
nego sygnalu wolframu. Jedynie CH3COOH uzyty jako elektrolit pomocniczy
zapewnial uzyskanie dobrze uksztattowanego piku wolframu.

Kolejne badania udowodnity, ze stezenie tego kwasu przebadane w zakresie od 0,1 do
0,5 mol L™ nie mialo istotnego wptywu na wielkos¢ sygnatu wolframu i jako standardo-
we przyjeto stosowac jako elektrolit pomocniczy 0,1 mol L CH;COOH.

Stezenie jonow Bi(lll): Pomiary przeprowadzono z dodatkiem ibez dodatku jonow
Bi(lll) do roztworu pomiarowego. Stwierdzono, Zze obecno$¢ tych jondéw zwigksza
sygnat wolframu, ktory to wzrost moze by¢ zwigzany ze wspdtakumulacjg bizmutu
z wolframem na powierzchni elektrody. W celu wybrania najbardziej korzystnych
warunkéw pomiarowych przeprowadzono szereg eksperymentow, w ktoérych obserwo-
wano jak zmienia si¢ prad piku wolframu W obecnosci roznych stezen Bi(III)
W roztworze, zmieniajgcych sie w zakresie od 5x10° do 5x10° mol L™. Okazalo sie, ze
poczatkowo wraz ze wzrostem stgzenia jonow Bi(III) w roztworze pik wolframu
stopniowo wzrastal, za§ powyzej stezenia 1,5x10° mol L™ zaczat male¢. Dlatego tez
jako najbardziej optymalne stezenie jonow Bi(IIl) w roztworze wybrano 1,5x10° mol
L™ i byto ono stosowane we wszystkich dalszych pomiarach.
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Potencjat i czas aktywacji elektrody: Badania dowiodty, ze bardzo korzystny wptyw na
wielkos$¢ sygnatu wolframu w proponowanym uktadzie pomiarowym ma wprowadzenie
przed etapem akumulacji wolframu etapu aktywacji elektrody. Aktywacja ta polegata na
przytozeniu krétkiego, kilkusekundowego bardzo ujemnego potencjatu do mikroelektro-
dy bizmutowej. Przeprowadzono poréwnawcze pomiary zmieniajac potencjat aktywacji
w zakresie od -2,5 V do -1,8 V i zmieniajac jednoczesnie jego czas W zakresie od 1 do
7s. Udowodniono, ze najwyzszy sygnal wolframu uzyskano stosujac aktywacje
elektrody poprzez przytozenie do niej potencjatu -1,8 V przez 1 s.

Potencjal iczas akumulacji wolframu: Przeprowadzono badania majace na celu
wybranie najkorzystniejszych warunkéw akumulacji wolframu na elektrodzie poprzez
dobor odpowiedniego potencjatu i czasu akumulacji. Potencjat akumulacji badany byt
w zakresie od -0,8 do -0,3 V. Zaobserwowano, ze sygnatl analityczny wolframu wzrastat
wraz ze wzrostem potencjatu od -0,8 do -0,5 V, anastepnie pozostawal bez zmian
w zakresie od -0,5 do -0,3 V. Wptyw czasu akumulacji badano zmieniajgc go w zakresie
od 0 do 40 s przy statym potencjale akumulacji -0,5 V. Dane eksperymentalne wykazaty,
ze prad piku W(VI) wzrastat wyraznie wraz ze wzrostem czasu akumulacji do 20 s.
Dlatego jako najbardziej optymalne warunki akumulacji wybrano potencjat iczas
aktywacji odpowiednio -0,5 Vi 20 s.

Charakterystyka procedury analitycznej: W pracy uzyskano liniowg krzywg kalibracyjna
dla stezen wolframu w zakresie od 1x10~* do 5x10°° mol L™. Dla opracowanej procedury
ustalono granice wykrywalnosci na poziomie 1,3x10° mol L, podczas gdy granica
oznaczalnosci wyniosta 8,8x10° mol L™. Wzgledne odchylenie standardowe (RSD)
Z pigciu oznaczen ilosciowych wolframu 0 stezeniu 5x10° mol L™ wyniosto 4,9%.
Wszystkie pomiary prowadzono metoda katodowej woltamperometrii stripingowej
z uzyciem statej mikroelektrody bizmutowej jako elektrody pracujacej. Standardowa
procedura pomiarowa przebiegata W nastepujacych etapach: aktywacja statej mikroelek-
trody bizmutowej: -1,8 V/1 s; akumulacja wolframu: -0,5 V/20 s; rejestracja woltampe-
rogramu w zakresie potencjatéow od -0,6 do -0,85 V i uzyskanie analitycznego sygnatu
w wyniku redukcji wolframu.

Whioski: W artykule przedstawiono nowa woltamperometryczng procedure oznaczania
W(VI) z wykorzystaniem po raz pierwszy przyjaznej dla srodowiska statej mikoelektro-
dy bizmutowej. Korzysci z zastosowania tej elektrody jako elektrody pracujacej sa
nastgpujace: (a) ekologiczny charakter elektrody: eliminacja ze srodowisku laboratoryj-
nego metalicznej rteci, ktora byla dotychczas najczgéciej stosowanym materiatem
elektrodowym do oznaczen W(VI); (b) dlugotrwata stabilno$¢ elektrody: po 8 miesia-
cach cigglego jej uzytkowania woltamperometryczna odpowiedz W(VI) pozostaje
praktycznie niezmieniona; (C) niska granica wykrywalno$ci W(VI) oraz szeroki zakres
liniowo$ci krzywej Kkalibracyjnej; (d) szybkie iproste przygotowanie elektrody do
pomiardw; () dyfuzja sferyczna i niewrazliwo$¢ na tlen obecny w roztworze sprawiaja,
ze zalecana procedura jest idealna do bezpo$redniej analizy probek w miejscu ich
pobrania.
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CYNA JAKO ZANIECZYSZCZENIE SRODOWISKA
I JEJ MONITORING METODAMI
WOLTAMPEROMETRYCZNYMI

M. GRABARCZYK, M. ADAMCZYK, E. WLAZELOWSKA, Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej, Wydziat Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii
Analitycznej, pl. Marii Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: W niniejszej pracy dokonano charakterystyki cyny jako pierwiastka, ze
szczegdlnym uwzglednieniem jej wlasciwosci fizykochemicznych, wystepowania czy
tez zastosowania. Zebrano réwniez informacje dotyczace analitycznych procedur
0znaczania jonow cyny metodami woltamperometrii stripingowej. Procedury te zostaty
opisane pod katem wykorzystania réznego typu elektrod pracujacych, wtym elektrod
rteciowych i elektrod bizmutowych.

Woprowadzenie: Cyna nalezy do 14 grupy uktadu okresowego pierwiastkow. Wystepuje
ona w skatach magmowych skorupy ziemskiej, wilosci okoto 0,001%, przy czym
warto$¢ ta jest tego samego rzedu, co pierwiastkow takich jak kobalt, nikiel, miedz, cer
oraz otow. Cyna najczgsciej W mineratach jest obecna jako tlenek, a najwicksze jej ztoza
wystepuja W Indonezji, Chinach, Tajlandii, Boliwii, Malezji, Rosji, Brazylii, Birmie
i Australii. Cyna wystgpuje w odmianach alotropowych, w odmianie B (biata cyna) oraz
W odmianie o (szara cyna). Roznicg tych odmian jest zmiana gestosci przy czym szara
cyna ma mniejszg gesto$¢ i jest w formie proszku. Szara cyna przechodzi w biatg cyne
W temperaturze powyzej 13,2 °C, natomiast odwrotna przemiana jest nazywana zaraza
cynowg i zachodzi ona w niskich temperaturach, powaznie utrudniajac stosowanie tego
metalu w bardzo zimnych regionach. Ze wzgledu na wlasciwosci czysta cyna nie jest
wykorzystywana do celow konstrukcyjnych, chyba ze jest stopiona z innymi metalami.
Jest za to stosowana jako warstwa antykorozyjna dla innych metali, stuzy do powlekania
puszek przeznaczonych do konserwacji zywnosci. W przypadku wykorzystania
zwigzkoéw cyny na +IV stopniu utlenienia nalezy wymieni¢ przemyst, w ktorym sa one
stosowane do nadawania nieprzezroczysto$ci brylom ceramicznym, do materialow
$ciernych oraz jako S$rodek obciazajacy tkaniny. Fluorek cyny i difosforan cyny,
w ktorych cyna jest na +II stopniu utlenienia s3a stosowane W $rodkach do czyszczenia
zeboéw. Organiczne zwigzki cyny dziatajg jako stabilizatory niektérych tworzyw
sztucznych oraz jako $rodki konserwujgce do drewna. Obecnie najczestszym zastosowa-
niem cyny jest jej uzycie jako lutu w przemysle elektronicznym. Luty cynowe maja
niskie temperatury, dlatego sa wykorzystywane do laczenia materialdow na wiele
sposobow W tym do taczenia rur lub obwodow elektrycznych. Jak wida¢ ze wzgledu na
liczne pozadane wiasciwosci pierwiastek ten cieszy si¢ szerokim zastosowaniem
w roznorodnych gateziach przemystu, co prowadzi do ciaglego przedostawania si¢ go do
srodowiska naturalnego, co z kolei nie pozostaje bez wplywu na organizmy zywe.
Prowadzi to do konieczno$ci opracowywania procedur analitycznych wykrywajacych
cyn¢ W probkach wod srodowiskowych. Wynika to z faktu, ze cyna jako metal cigzki
chetnie kumuluje si¢ w organizmie cztowieka i wywiera szkodliwe oddziatywanie na
jego zdrowie doprowadzajgc, np. do rozwoju obrzeku centralnego uktadu nerwowego.
Dlatego nalezy monitorowac jej stezenie W srodowisku [1-3].
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Metody elektrochemiczne charakteryzuja si¢ bardzo wysoka selektywnoscia, szybkim
i prostym przygotowaniem probki oraz mozliwo$cig oznaczania bardzo niskich stezen.
Co wicgcej, metody elektrochemicznie s3 tanie inie wymagaja drogiego sprzetu
W poréwnaniu z innymi metodami. Jedng z najpopularniejszych metod elektrochemicz-
nych jest metoda woltamperometryczna. Wykorzystanie tej metody wigze si¢ z wyborem
elektrody pracujacej, na ktoérej dochodzi do procesu bedacego podstawa pomiaru.
Najczgséciej stosowang elektroda jest elektroda rtgciowa ze wzgledu na mozliwosé
prowadzenia pomiaréw w szerokim zakresie potencjatéw ujemnych. Jest ona elektroda
0 wysokiej polaryzowalno$ci oraz gladkiej powierzchni. Jednak wraz z wzrastajaca
swiadomoscig jej toksycznosci, pomimo jej wielu zalet jest nacisk na poszukiwanie
elektrod na bazie mniej toksycznych badz nietoksycznych materiatdéw [4]. Dotychczas
do oznaczania cyny metodami woltamperometrycznym najczesciej uzywanymi
elektrodami pracujacymi byly elektrody rteciowe oraz bizmutowe [3-7]. Stosowane
réwniez byly odnawialne pierscieniowe elektrody z amalgamatem srebra. Zaletg tych
elektrod jest mozliwo$¢ prostego i efektywnego odswiezania powierzchni elektroaktyw-
nej przed kazdym pomiarem. Elektrody odnawialne charakteryzuja si¢ dobrg powtarzal-
noscia, odtwarzalno$cig i dlugoterminows stabilnoscig. Dodatkowo umozliwiaja one
prowadzenie oznaczen W nieoczyszczonych probkach wod naturalnych bez koniecznosci
eliminacji tlenu isubstancji powierzchniowo czynnych. Te unikalne wlasciwosci
sprawiaja, ze elektrody te nadaja si¢ do rutynowych analiz do oznaczania cyny
w probkach $rodowiskowych [8]. W przypadku stosowania btonkowych elektrod
bizmutowych wykorzystywanych do oznaczania cyny najczeSciej stosowana jest
anodowa woltamperometria stripingowa (ASV). Proces uzyskiwania sygnatu w tej
metodzie jest uwarunkowany dwoma zachodzacymi po sobie procesami. Pierwszy etap
polega na redukcji jondw cyny na elektrodzie pracujacej ijest to tak zwany proces
zatgzania. Drugi etap, czyli etap stripingu to wiasciwy proces rejestracji sygnatu,
w ktorym potencjat elektrody jest zmieniany w kierunku wartosci dodatnich. Dzieki
czemu nagromadzona na elektrodzie cyna ulega utlenieniu i przechodzi do roztworu
w formie jondéw. Wowczas jest rejestrowany sygnal powstatego pradu anodowego
W postaci woltamperogramu ilustrujgcego powstaty pik. Oceniajac wykorzystanie tych
elektrod nalezy przede wszystkim podkresli¢ ich mniejsza toksyczno$¢ oraz mozliwosé
prowadzenia pomiardw W nieodtlenionych roztworach. Niestety ich wada jest koniecz-
no$¢ wprowadzenia jonéw bizmutu do roztworu w celu elektrochemicznego utworzenia
filmu bizmutu na powierzchni elektrody [5-7]. Oprécz anodowej woltamperometrii
stripingowej (ASV) w analizie cyny stosowano rowniez adsorpcyjna woltamperometrie
stripingowa (AdSV). Nalezy dodaé, ze osiagane granice wykrywalnosci w przypadku
metod AdSV sa najczgsciej nizsze niz metodami ASV. W przypadku badah prowadzo-
nych metoda AdSV jako elektrode pracujaca w analizie cyny wykorzystywano gtoéwnie
elektrody rteciowe. Celem pracy [3] bylo opracowanie czutej procedury oznaczania cyny
za pomocg AdSV z uzyciem jako elektrody pracujacej stalej mikroelektrody bizmuto-
wej. Kolejng nowoscig zastosowang W tej procedurze byto wybranie jako czynnika
kompleksujacego kupferrou, ktory nie byt wezesniej stosowany w woltamperometrycz-
nej analizie cyny. Stata mikroelektroda bizmutowa jest elektroda chetnie wykorzystywa-
na W pomiarach, ze wzgledu na brak koniecznosci wprowadzania jonéw bizmutu do
roztworu w celu utworzenia blonki na powierzchni elektrody. Umozliwia to rowniez
skrocenie i uproszczenie procedury pomiarowej. Ponizej opisano najwazniejsze
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parametry dotyczace procedury oznaczania cyny metoda AdSV z wykorzystaniem statej
mikroelektrody bizmutowej [3].

Cze$¢ eksperymentalna: Pomiary woltamperometryczne prowadzono za pomocg
analizatora pAutolab (Utrecht, Holandia) w uktadzie trojelektrodowym sktadajacym si¢
ze statej mikroelektrody bizmutowej 0 $rednicy 25 um (elektroda pracujagca), druciku
platynowego (elektroda pomocnicza) oraz elektrody chlorosrebrowej (elektroda
odniesienia). Wykorzystana mikroelektroda zostala skonstruowana w nastgpujacy
sposob: szklana kapilara o grubosci okoto 5 mm i $rednicy 25 pm, zostala wypetniona
stopionym metalicznym bizmutem, a nastepnie umieszczona w obudowie wykonanej

z PEEK.

Pomiary prowadzono w roztworze zawierajacym analizowang probke, zas jako elektrolit

podstawowy wybrano 0,1 mol L™ bufor octanowy o pH 4,6 oraz kupferron o stezeniu

2x10™* mol L™, ktéry penit role czynnik kompleksujacego wprowadzonego W celu
utworzenia elektroaktywnych kompleksow z cyna.

Procedura woltametryczna sktadata si¢ z nastgpujacych etapow:

I. elektrochemiczna aktywacja powierzchni mikroelektrody w wyniku przylozenia
potencjatlu aktywacyjnego —2,5 V przez 5 s (tlenki bizmutu, ktére moga tworzy¢ si¢
na powierzchni elektrody sa redukowane do postaci metalicznej),

Il. adsorpcja utworzonego kompleksu Sn(ll)—kupferron na powierzchni statej mikroe-
lektrody bizmutowej przy potencjale nagromadzania —0,6 V przez 40 s,

I1l. rejestracja woltamperogramu w wyniku zmiany wartosci potencjatow w zakresie
potencjatow od —0,4 do —0,8 V (nagromadzony kompleks Sn(Il)-kupferron ulega
procesowi redukcji, w ktorym jony cyny przechodza w posta¢ metaliczna).

Pomiary zostaly prowadzone przy zastosowaniu techniki impulsowo réznicowe;.

Na zarejestrowanym woltamperogramie pik cyny pojawiat si¢ przy potencjale rownym —

0,6 V. Aby opracowana metoda byla czuta iszybka dokonano optymalizacji szeregu

parametréw majacych wplyw na przebieg pomiaru. Zbadano wpltyw na sygnat cyny

zarbwno parametrow chemicznych jak i instrumentalnych. Dobrano sktad elektrolitu
podstawowego, a mianowicie stezenie buforu octanowego oraz jego pH. Okre§lono
rowniez optymalne stezenie kupferronu umozliwiajace jak najwyzszy sygnat cyny.

Parametrami instrumentalnymi, ktore zostaly poddane optymalizacji byty potencjat

i czas aktywacji powierzchni statej mikroelektrody bizmutowej oraz potencjal iczas

nagromadzania kompleksu Sn(Il)-kupferron na powierzchni elektrody.

Whioski: Po raz pierwszy zostala wykorzystana stata mikroelektroda bizmutowa do
oznaczania $ladowych ilosci Sn(I) metoda AdSV. Procedura ta charakteryzuje sig
wysoka czulo$cig W poroéwnaniu z wczesniej opracowanymi procedurami. Zostata
uzyskana niska granica wykrywalnos$ci 2,1x10°° mol L oraz szeroki zakres liniowosci
od 8x10° mol L™ do 8x10" mol L, czas trwania nagromadzania kompleksu na
elektrodzie wynosit tylko 40 s. Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie stalej mikroelektrody
bizmutowej nie wymaga dodawania jondéw bizmutu do roztworu pomiarowego, o czyni
analiz¢ przyjazng dla srodowiska i upraszcza jej wykonanie.
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WYKORZYSTANIE METOD WOLTAMPEROMETRYCZNYCH
| ELEKTROCHEMICZNEJ SPEKTROSKOPII IMPEDANCYJNEJ
DO BADANIA KINETYKI I MECHANIZMU
ELEKTROREDUKCJI JONOW Bi(111) W OBECNOSCI
N-ACETYLOCYSTEINY

A. NOSAL-WIERCINSKA, M. MARTYNA, A. PAWLAK, M. GROCHOWSKI,
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydzial Chemii, Instytut Nauk Chemicznych,
Katedra Chemii Analitycznej, pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Badano elektroredukcje jonow Bi(IIl) w obecnosci N-acetylocysteiny
(ACYS) na elektrodzie R-AgLAFE przy pomocy metod woltamperometrycznych
i impedancyjnych. Dane eksperymentalne wskazaty na wieloetapowy charakter procesu
elektrodowego oraz katalityczny wplyw N-acetylocysteiny na szybko$¢ elektroredukcji
jonéw Bi(IIl). Stwierdzono, ze proces ten jest kontrolowany przez reakcje chemiczng
tworzenia si¢ aktywnych komplekséw Bi(IIl)-Hg(SR), na powierzchni elektrody, ktore
posrednicza W transferze elektrondow.

Whprowadzenie: Ze wzgledu na niska toksycznosc¢ i cechy szczegolne, bizmut znajduje
powszechne zastosowanie w wielu gateziach wspotczesnego przemyshu, zwtaszcza jako
zamiennik szkodliwego otowiu ale rowniez w medycynie [1]. Istnieje wigc potrzeba
opracowania nowych metod analitycznych, ktore umozliwiag wykrywanie i 0znaczanie
bizmutu w ptynach biologicznych i probkach srodowiskowych.

Poniewaz bizmut nalezy do grupy pierwiastkow elektrochemicznie aktywnych, szerokie
zastosowanie W jego badaniach zajmuja metody woltamperometryczne. Czuto$é
i granice wykrywalno$ci oznaczen mozna poprawi¢ poprzez wykorzystanie efektow
elektrokatalitycznych. Sformutowana przez profesora Sykuta reguta "cap-pair” [2],
mowi 0 tym jakie warunki substancja organiczna powinna speli¢, aby przyspieszaé¢
procesy elektrodowe. Musi wigza¢ si¢ ona labilnie z powierzchnig elektrody w catym
zakresie potencjatu elektroredukcji depolaryzatora oraz posiada¢ atomy siarki badz azotu
z wolnymi parami elektronowymi, zdolne do utworzenia wigzan koordynacyjnych
z jonami depolaryzatora.

Wymogi stawiane przez regute "cap-pair” spetnia N-acetylocysteina. Jest ona antyoksy-
dantem, ktory chroni komorki przed apoptoza, zmniejsza aktywno$¢ niektorych biatek
i zapobiega chorobom ptuc. Ponadto ACYS okazata si¢ skuteczna w leczeniu zaburzen
neuropsychiatrycznych, czy w chemioterapii raka jelita grubego. Z tego powodu badanie
elektrochemicznego zachowania ACYS moze zapewni¢ glebsze zrozumienie jego
$ciezek metabolicznych wewnatrz zywej komorki [3].

Zastosowane metody elektrochemiczne: polarografia stalopradowa DC, woltamperome-
tria cykliczna CV ifali prostokatnej SWV oraz elektrochemiczna spektroskopia
impedancyjna (EIS) pozwolity na wyznaczenie parametrow kinetycznych, ktore
wskazaty na wplyw i wielko$¢ efektu katalitycznego badanego zwiazku na proces
elektroredukcji jonow Bi(III).

Cze$¢ eksperymentalna: Do wykonania doswiadczen elektrochemicznych wykorzysta-
no potencjostat Autolab FRA 2/ GPES (wersja 4.9) firmy Eco Chemie (Utrecht,
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Holandia). Trojelektrodowe naczynko woltamperometryczne byto zamontowane
w programowalnym statywie elektrodowym M165D (mtm-anko, Krakow, Polska)
i zawierato uktad trzech elektrod. Elektroda Ag/AgCIl/3M KCI stanowita elektrode
odniesienia, drut platynowy pehit role elektrody pomocniczej, natomiast elektroda
robocza byta elektroda z cyklicznie odnawialnego ciektego filmu amalgamatu srebra (R-
AgLAFE) 0 odtwarzalnej powierzchni réwnej 17,25 mm?® Elektrolit podstawowy
stanowity 1 mol dm™ chlorany(VI1) dotowane jonami Bi(lll) o stezeniu 1x10°° mol dm™.
Natomiast stezenia N-acetylocysteiny miescity si¢ w przedziale od 1x10™ do 1x107 mol
dm?. Aby otrzyma¢ miarodajne wyniki, roztwory byly sporzadzane bezposrednio przed
pomiarami oraz odtleniane.

Wyniki: Woltamperogramy SWV zarejestrowane w obecnosci N-acetylocysteiny
wykazuja zdecydowany wzrost pradu piku katodowego, zmniejszenie szerokosci piku
W polowie jego wysokosci dla kolejnych dodatkéw ACYS (rys.1A), co $wiadczy
0 wzroscie odwracalnosci procesu elektroredukeji jonéw Bi(lll) w roztworze chlora-
now(VII) [4]. Obserwowany wzrost pradu mozna przypisaé Wzrostowi szybkosci
przenoszenia tadunku na granicy elektroda-elektrolit, co potwierdza wigksze nachylenie
fali polarograficznej przy potencjale pétfali (rys.1B) [5].

) 005t (B)
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1-10° M Bi(I)
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/ —0
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25 / M—
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Rys.1. Woltamperogramy SWV (A) i polarogramy DC (B) elektroredukcji 1x107 mol dm™jonéw Bi(IIT)
w 1 mol dm™® chloranach(V1I) dla réznych stezen N-acetylocysteiny. Strzatka wskazuje kierunek skanowania.

Na woltamperogramach cyklicznych (rys.2A) rozr6zniamy dwa piki - odpowiadajace
redukcji i nastepujacemu po niej utlenianiu jonéw Bi(IIl), co $wiadczy 0 odwracalnosci
procesu. Roéznica pomiedzy wysoko$ciami pikoéw katodowych ianodowych (AE)
zarejestrowanymi w roztworze bez ACYS jest réwna 107,4 mV, co wskazuje na
utrudnienie w przenoszeniu elektronow na granicy faz elektroda-elektrolit. Obserwacje
te potwierdza widmo impedancyjne (rys.2B), na ktorym widoczne jest jedynie potkole
transferu tadunku [6].
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Rys.2. Woltamperogramy cykliczne (A) i widma impedancyjne (B) (zarejestrowane przy E{) elektroredukcji
1x10"® mol dm™ jonow Bi(lll) w 1 mol dm™ chloranach(VII) dla roznych stezen N-acetylocysteiny. Strzatka
wskazuje kierunek skanowania. Szybko$¢ skanowania v=50 mV s™.

Woprowadzenie ACYS do naczynka pomiarowego zmniejsza réznice AE odpowiednio do
warto$ci: 34,2, 29,3 i 28,2 mV co potwierdza katalityczne dziatanie ACYS w badanym
procesie elektrodowym.

Widma impedancyjne zarejestrowane w obecnosci ACYS obejmuja potkole reprezentu-
jace rezystancj¢ przeniesienia tadunku (Rct) oraz procesy adsorpcyjne i pojemnosciowe
na granicy faz, jak réwniez lini¢ prosta, ukazujaca impedancje dyfuzji depolaryzatora
w kierunku powierzchni elektrody. Tak proste porownanie woltamperogramow
cyklicznych  iwidm impedancyjnych wskazuje, ze elektroredukcja  Bi(IIl)
W nieobecnosci i obecnosci ACY'S przebiega wedlug dwoch roznych mechanizmow.

Tabela 1. Wptyw stezenia ACYS na wspotczynniki przej$cia katodowego (o) i standardowa stala szybkosci
reakcji (ks) elektroredukcji 1x10° mol dm™ jonéw Bi(I11) w 1 mol dm™ chloranach(VII).

Cacys a 10%; [cms™]
[mol dm~] cv EIS
0 0,32 0,35 0,40
1x10° 0,60 3,52 2,79
3x10° 0,70 459 5,69
5x10° 0,85 7,63 9,74
1x10* 0,87 7,95 10,9
3x10* 0,80 8,10 11,9
5x10™ 0,84 8,75 12,4
1x10° 0,60 8,99 13,2

Na podstawie krzywych woltamperometrii cyklicznej i metody EIS, wyznaczono
warto§ci parametrow kinetycznych [6] wskazujacych na katalityczne dzialanie
N-acetylocysteiny i wielkoséc¢ tego efektu (Tabela 1).
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Wazrost warto$ci wspotczynnikow przejscia katodowego a po wprowadzeniu i wraz ze
wzrostem stgzenia N-acetylocysteiny w roztworze elektrolitu podstawowego wskazuje
na wzrost odwracalnosci elektroredukeji jonow Bi(III).

Wartosci ks potwierdzaja katalityczny wplyw N-acetylocysteiny na elektroredukcje
jonéw Bi(Ill) w roztworach chloranéw(VII) 0 stezeniu 1 mol dm™. Wielko§é efektu
katalitycznego jest najprawdopodobniej zwigzana zréwnowaga reakcji tworzenia
aktywnych kompleksow przed przejsciem kolejnych elektronéw. Adsorpcja substancji
katalizujacej - jako warunek konieczny przyspieszenia procesu elektroredukcji jonow
Bi(lll) - nie decyduje o wielko$ci efektu katalitycznego. Nalezy zauwazyé, ze wartoSci
standardowych stalych szybkosci ks wyznaczone z pomiaréw CV oraz z EIS s3 zgodne.

Whioski: Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze elektroredukcja
jonéw Bi(IIl) w nieobecnosci iobecno$ci ACYS jest procesem wieloetapowym.
W pierwszym przypadku proces ten jest kontrolowany przez szybko$¢ przeniesienia
elektronu przez na granicy faz elektroda R-AgLAFE/ roztwor chloranéw(VII).
Woprowadzenie ACYS przyspiesza proces elektroredukcji zgodnie z reguta "cap-pair",
wedtug ktorej przeniesieniu tadunku towarzysza poprzedzajace inastepujace reakcje
chemiczne, w tym tworzenie aktywnych komplekséw Bi(III) - Hg(SR),.

Wykazano, ze aktywne kompleksy Bi(II) powstajg jeszcze przed przejsciem pierwszego
elektronu, co jest najwolniejszym etapem idecyduje o szybkosci catego procesu.
Adsorpcja jest procesem znacznie szybszym niz kinetyka czy dyfuzja, nie jest wiec
etapem ograniczajagcym szybko$¢ catego procesu. Aktywne kompleksy jonow Bi(IIl)
Z substancja przyspieszajaca powstaja, gdy powloka hydratacyjna jonow Bi(Ill) ulegnie
cze$ciowej degradacji. Znajdujac sie¢ W poblizu warstwy adsorpcyjnej, jony Bi(lll)
z czgSciowo zdegenerowang otoczkg hydratacyjng zmieniajg potencjal elektrostatyczny.
Zarowno efekt katalityczny, jak ijego wielko§¢ sa zwigzane z rObwnowagsg reakcji
tworzenia kompleksow aktywnych.
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METALICZNE MIKROELEKTRODY WYKONANE ZE STOPOW
METALI W ANALIZIE STRIPINGOWEJ WYBRANYCH JONOW
NIEORGANICZNYCH

I. GECA, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Chemii, Instytut Nauk
chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej, pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031
Lublin.

Abstrakt: W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczgcych oznaczania wybranych
jondéw nieorganicznych metodami anodowe;j i adsorpcyjnej woltamperometrii stripingo-
wej z wykorzystaniem nowego typu elektrod pracujacych — statych mikroelektrod
metalicznych wykonanych ze stopow metali. Wybor materiatu elektrodowego stanowi
0 ekologicznym charakterze tego rodzaju elektrod pracujacych ze wzgledu na ograni-
czong zawarto$¢ toksycznych metali W poréwnaniu do statych mikroelektrod bizmuto-
wych i otowiowych [1,2].

Whprowadzenie: Metoda woltamperometrii stripingowej charakteryzuje si¢ wysoka
czuto$cig oznaczen, co zapewnia wprowadzony do pomiaru etap nagromadzania analitu
na powierzchni elektrody pracujacej. Ponadto metoda ta nie wymaga kosztownej
i skomplikowanej aparatury, aczas pomiaru jest stosunkowo krotki. Jednym
z kierunkéw badan prowadzonych metoda woltamperometrii stripingowej jest
poszukiwanie takich rozwigzan konstrukcyjnych itakich materiatow elektrodowych,
ktore prowadzityby do otrzymywania elektrod pracujacych przyjaznych srodowisku
i bytyby alternatywa dla powszechnie stosowanych toksycznych elektrod rtgciowych.
Efektem takiego kierunku badan jest wprowadzenie statych metalicznych mikroelektrod
pracujacych. Ten szczegdlny rodzaj czujnikow, poza ogdlnymi zaletami jakie oferuja
mikroelektrody [3,4], charakteryzuje si¢ przedtuzonych czasem uzytkowania, co wynika
ze sposobu ich budowy oraz ekologicznym charakterem ze wzgledu na ograniczong ilos¢
metalu (np. bizmutu lub otowiu) potrzebng do ich konstrukcji. State mikroelektrody
metaliczne stanowia ponadto alternatywe dla blonkowych elektrod metalicznych
poniewaz zostala wyeliminowana konieczno$¢ dodawania jonéw danego metalu do
roztworu elektrolitu podstawowego celem utworzenia blonki tego metalu na powierzchni
danej elektrody pracujacej, co z kolei prowadzi do uproszczenia i skrocenia procedury
pomiarowej, wyeliminowania toksycznych $ciekow oraz ograniczenia kosztow analizy.
W przedstawionych ponizej badaniach do pomiaréw wykorzystano state mikroelektrody
metaliczne wykonane ze stopow Sn/Pb oraz Sn/Bi do oznaczania takich jondw, jak
U(VI) i Ga(Ill). Wybrane wyniki badan beda omowione W dalszej czeSci niniejszej
pracy.

Czes¢ eksperymentalna: Badania prowadzono wykorzystujac analizator elektroche-
miczny pAutolab (Holandia) kontrolowany przez oprogramowanie GPES. Roztwor
analizowany przygotowywano w naczynku pomiarowym o objetosci 10 mL. W sktad
uktadu wchodzity trzy elektrody: chlorosrebrowa elektroda odniesienia, platynowa
elektroda pomocnicza oraz elektroda pracujaca, ktora stanowita metaliczna mikroelek-
troda ze stopu Sn/Pb lub Sn/Bi (¢ 25 um).
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Wyniki: Celem pracy byto opracowanie woltamperometrycznych procedur oznaczania
jonow U(VI) iGa(lll) z wykorzystaniem nowego typu mikroelektrod pracujacych —
statych metalicznych mikroelektrod wykonanych ze stopéw Sn/Pb oraz Sn/Bi metodami
adsorpcyjnej ianodowej woltamperometrii stripingowej. Ograniczona zawarto$¢
toksycznych metali w materiale elektrodowym powoduje, Zze omawiane elektrody
pracujace sa czujnikami przyjaznymi §rodowisku, a ponadto sa trwate i daja mozliwos¢
wielokrotnego ich stosowania.

Wstepne pomiary dotyczyty zbadania potencjalowego zakresu pracy stalych mikroelek-
trod wykonanych ze stopéw metali Sn/Pb i Sn/Bi wykorzystujac metod¢ woltamperome-
trii cyklicznej. Pomiary prowadzono z roztworu 0,1 mol L™ buforu octanowego o pH 4,0
przy szybkosci zmiany potencjatu 50 mV s™. Na podstawie uzyskanych woltampero-
graméw cyklicznych stwierdzono, ze okno potencjatu statej mikroelektrody wykonanej
ze stopu Sn/Pb miesci si¢ W zakresie od okoto -0,6 do -1,1 V, podczas gdy potencjatowy
zakres pracy statej mikroelektrody wykonanej ze stopu Sn/Bi mieséci si¢ w zakresie od
okoto -0,65 do -1,2 V. Granice okien potencjatu omawianych mikroelektrod metalicz-
nych zwigzane sa z utlenianiem materiatu elektrodowego od strony wartoSci mniej
ujemnych, oraz zredukcja jonéw wodoru od strony bardziej ujemnych warto$ci
potencjatu.

Woltamperometryczna procedura oznaczania jonow U(VI) 7 wykorzystaniem stalej
mikroelektrody wykonanej ze stopu Sn/Pb metodg adsorpcyjnej woltamperometrii
stripingowej

Stata mikroelektroda wykonana ze stopu Sn/Pb zostala wykorzystana do opracowania
procedury oznaczania jonéw U(VI) metoda adsorpcyjnej woltamperometrii stripingowe;.
Elektrolit podstawowy zawierat 0,1 mol L™ bufor octanowy o pH 4,0 oraz 4x10° mol
L kupferron jako czynnik kompleksujacy. Standardowa procedura pomiarowa sktadata
si¢ z nastepujacych etapow: (i) etap aktywacji mikroelektrody pracujacej (etap
przygotowania powierzchni mikroelektrody) prowadzono przy potencjale -2,5 V/3 s;
(ii) etap nagromadzania kompleksu U(VI)-kupferron prowadzono przy potencjale -
0,7 VI120 s; (iii) etap rejestracji sygnatu analitycznego technikg fali prostokatnej
w zakresie potencjatow od -0,7 do -1,1 V. Pomiary prowadzono z roztworéw nieodtle-
nionych. Optymalizacja procedury analitycznej dotyczyta doboru odpowiedniej wartosci
pH elektrolitu podstawowego oraz stgzenia kupferronu, aponadto parametrow
instrumentalnych takich, jak potencjat i czas aktywacji i nagromadzania. Po optymaliza-
cji procedury analitycznej stwierdzono, ze krzywa kalibracyjna byta linig prosta
w zakresie stezen od 1x10° do 1x107 mol L™, Granica wykrywalnosci opracowane;
procedury analitycznej wynosita 3,9x10" mol L™ Ponadto sprawdzono wplyw
wybranych jonéw obcych na sygnat analityczny uranu wysuwajgc wniosek, ze
opracowana procedura analityczna wykazuje wysokg selektywno$¢. Poprawnosé
opracowanej procedury analitycznej sprawdzono poprzez analize certyfikowanego
materiatu odniesienia i potwierdzono zbiezno$cig wynikéw uzyskanych i wartosci
certyfikowanych.

Oznaczania jonow Ga(lll) 7 wykorzystaniem statej mikroelektrody wykonanej ze stopu
Sn/Bi metodg anodowej woltamperometrii stripingowej

Stata mikroelektrod¢ wykonana ze stopu Sn/Bi wykorzystano do oznaczania jonow
Ga(lll). Jako elektrolit podstawowy zastosowano 0,1 mol L™ bufor octanowy
0 pH 4,0. Oznaczanie jonow Ga(Ill) prowadzono przy nast¢pujacej zmianie potencjatu
mikroelektrody pracujacej: (i) -2,5 V/4 s (etap aktywacji); (ii) -1,2 V/120 s (etap
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nagromadzania); (iii) zmiana potencjatu w zakresie od -1,2 do -0,7 V (etap rejestracji
sygnatu analitycznego technika fali prostokatnej przy czgstosci zmian potencjalu
elektrody rownej 200 Hz).

Wykorzystane do pomiaréw pracujgce elektrody metaliczne o matych rozmiarach
sprawdzono pod wzgledem posiadania przez nie wiasciwosci mikroelektrodowych,
poprzez poréownanie szybko$¢ transportu analitu do powierzchni mikroelektrod
w warunkach kiedy roztwor byt i nie byl mieszany w etapie nagromadzania. Uzyskane
wyniki potwierdzajace posiadanie wlasciwosci mikroelektrodowych przez zastosowang
elektrode pracujaca 0 matych rozmiarach wykonang ze stopu Sn/Bi przedstawiono na
rys.l.

3_
2.5 —| ¢
2_
-«
= -
1.5 —
]_
05 LA L O ) L B B B
-1.2 -1.1 -1 -0.9 -0.8 -0.7 -0.6
E/V

Rys.1. Woltamperogramy uzyskane podczas oznaczania jondéw galu za pomoca statej mikroelektrody
wykonanej ze stopu cyna-bizmut: a) tto; b) tak jak a) +2x107 mol L Ga®"; ¢) tak jak b) + 2x107 mol L™ Ga*".
Potencjat i czas nagromadzania: -1,2 V, 120 s.

Whioski: Omawiane powyzej nowego typu mikroelektrody pracujace — state mikroelek-
trody wykonane ze stopéw metali Sn/Pb oraz Sn/Bi mogg by¢ wykorzystane do
oznaczania jonow nieorganicznych metodg adsorpcyjnej i anodowej woltamperometrii
stripingowej takich jak jony U(VI) iGa(Ill). Sposob konstrukcji omawianych
mikroelektrod oraz ograniczenie zawartosci toksycznych metali w materiale elektrodo-
wym powoduje, ze czujniki te sg przyjazne srodowisku. Dodatkows zaleta omawianych
statych mikroelektrod wykonanych ze stopow metali jest fakt, ze nie jest wymagana
zadna modyfikacja ich powierzchni, co w konsekwencji powoduje, ze opracowane
procedury analityczne sg stosunkowo proste, szybkie i niedrogie.
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WOLTAMPEROMETRYCZNA PROCEDURA OZNACZANIA
JONOW Cd(II) W PROBKACH SRODOWISKOWYCH
Z WYKORZYSTANIEM STALEJ MIKROELEKTRODY
METALICZNEJ WYKONANEJ ZE STOPU Sn/Pb

I. GECA, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Chemii, Katedra Chemii
Analitycznej, pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan dotyczacych oznaczania
niskich stezen jonow Cd(ll) metodg anodowej woltamperometrii stripingowej
z wykorzystaniem nowego typu elektrody pracujacej — statej mikroelektrody metalicznej
wykonanej ze stopu Sn/Pb. Dokonano charakterystyki elektrochemicznej omawianej
mikroelektrody pracujacej oraz optymalizacji procedury analitycznej. Poprawnosé
opracowanej  procedury  potwierdzono poprzez oznaczanie jonow  Cd(ID)
w certyfikowanym materiale odniesienia oraz w wodnych probkach $rodowiskowych.
Zaleta omawianej stalej mikroelektrody metalicznej jest mozliwos¢ jej wielokrotnego
i dlugotrwatego wykorzystania oraz bardziej ekologiczny charakter W porownaniu do
elektrod btonkowych oraz statych elektrod metalicznych o klasycznych rozmiarach.

Whprowadzenie: Kadm, pierwiastek nalezacy do grupy metali ciezkich, jest stosunkowo
stabo rozpowszechniony w skorupie ziemskiej. Ze wzgledu na zrodta antropogeniczne
takie jak m.in.: produkcja akumulatoréw, baterii niklowo-kadmowych oraz galwanicz-
nych powlok ochronnych, zaliczany jest on jednak do gldéwnych zanieczyszczen
chemicznych $rodowiska naturalnego zagrazajacych zdrowiu ludzi izwierzat poprzez
jego akumulacje W glebie, wodzie, powietrzu oraz tkankach roslinnych i zwierzecych
[1]. Kadm zaliczany jest do pierwiastkoéw szczegélnie toksycznych dla cziowieka ze
wzgledu na fakt, ze wprowadzony do $rodowiska nie ulega degradacji iwykazuje
sktonno$¢ do akumulacji glownie W watrobie inerkach prowadzac zczasem do
uszkodzenia pracy tych narzadow. Ponadto dlugotrwata ekspozycja na kadm moze
prowadzi¢ do stanow zapalnych gornych drog oddechowych, rozedmy, zapalenia czy
nowotworow pluc, a takze choroby wienicowej i miazdzycy. Powyzsze dane wskazujg na
konieczno$¢ monitorowania zawarto$ci kadmu oraz opracowywania czutych procedur
analitycznych oznaczania tego pierwiastka w probkach srodowiskowych.

W prezentowanych badaniach do pomiarow wykorzystano stata mikroelektrode
metaliczng wykonang ze stopu Sn/Pb. Gtéwnym powodem wyboru stopu Sn/Pb do
konstrukcji statej mikroelektrody metalicznej byly wzgledy ekologiczne zwigzane
z dalszym ograniczaniem ilosci toksycznego metalu, jakim jest olow, w materiale
elektrodowym w poréwnaniu do statej mikroelektrody otowiowej [2]. Omawiana stala
mikroelektroda metaliczna wykonana ze stopu Sn/Pb zostala wykorzystana do
opracowania procedury oznaczania jonow Cd(II) metoda anodowej woltamperometrii
stripingowej.

Cze$é eksperymentalna: Do pomiardw zastosowano analizator elektrochemiczny
pAutolab produkcji holenderskiej firmy Eco Chemie. Pomiary byly prowadzone
W ukltadzie trojelektrodowym z wykorzystaniem elektrody pracujacej, ktora stanowita
statla metaliczna mikroelektroda wykonana ze stopu Sn/Pb o sktadzie procentowym
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50:50 w/w oraz o érednicy 25 pum. Elektrode odniesienia ipomocniczg stanowity
odpowiednio elektroda chlorosrebrowa i platynowa.

W opracowanej procedurze oznaczania jonow Cd(II) metoda anodowej woltamperome-
trii stripingowej zastosowano technike fali prostokatnej jako technike rejestracji sygnatu
analitycznego. Pomiary prowadzono zroztworéw nieodtlenionych, zawierajacych
analizowang probke oraz 0,1 mol L™ bufor octanowy o pH 3,1 jako elektrolit podstawo-
wy. Standardowa woltamperometryczna procedura pomiarowa skladata si¢
z nastgpujacych etapow: (i) elektrochemiczny etap przygotowania powierzchni
mikroelektrody, tzw. etap aktywacji odbywat si¢ przy potencjale -2,0 V w czasie 3 s;
(ii) redukcja jonow Cd(II) do postaci metalicznej na powierzchni mikroelektrody
pracujacej przy potencjale -1,0 V w czasie 120 s; (iii) rejestracja sygnatu analitycznego
opierajaca si¢ na reakcji utlenienia nagromadzonego kadmu w wyniku zmiany
potencjatu mikroelektrody w zakresie od -1,0 do -0,55 V.

Whyniki: Rezultatem wstepnych pomiaréw przeprowadzonych z wykorzystaniem statej
mikroelektrody metalicznej wykonanej ze stopu Sn/Pb byto uzyskanie dobrze uksztatto-
wanego sygnatu analitycznego jonow Cd(II) metoda anodowej woltamperometrii
stripingowej. Przeprowadzono wigc optymalizacj¢ procedury oznaczania tych jonow,
a zatem zbadano wptyw parametrow roztworu takich jak pH oraz parametréw pomiaro-
wych (warunki aktywacji inagromadzania) na sygnat analityczny Cd(II). Ponadto
dokonano charakterystyki elektrochemicznej statej mikroelektrody metalicznej
wykonanej ze stopu Sn/Pb zwigzanej z wyznaczeniem potencjalowego zakresu pracy
w zaleznos$ci od pH roztworu oraz sprawdzeniem wystepowania wlasciwosci mikroelek-
trodowych omawianej mikroelektrody pracujacej poprzez poréwnanie wysokoSci
sygnatéw analitycznych uzyskanych z roztworu mieszanego i niemieszanego w etapie
nagromadzania. Otrzymane sygnaly analityczne Cd, okolo dwukrotnie nizsze dla
roztworOw niemieszanych w etapie nagromadzania (rys.1) potwierdzaty wystepowanie
wiasciwosci mikroelektrodowych omawianej elektrody pracujace;.
§—
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Rys.1. Woltamperogramy uzyskane podczas oznaczania jonéw Cd(I1I) w warunkach roztworu: a) mieszanego;
b) niemieszanego w etapie nagromadzania. Stezenie Cd(IT): 5x10°® mol L™. Potencjat i czas nagromadzania: -
1,0V, 120s.

Optymalne warunki pomiarowe byly nastepujgce: pH 3,1; potencjat i czas aktywacji -
2,0 V/3s; potencjal iczas nagromadzania -1,0 V/120 s. Stwierdzono, ze krzywa
kalibracyjna jest linig prosta w zakresie stezen od 5x10° do 2x107 mol L™. Granica
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wykrywalnosci opracowanej procedury analitycznej wynosita 1,9x10° mol L™. Podczas
optymalizacji procedury analitycznej zbadano rowniez wptyw nadmiaru jonow obcych
na sygnat analityczny kadmu. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 1. Na podstawie
uzyskanych wynikoéw mozna stwierdzi¢, ze omawiana procedura analityczna charaktery-
zuje si¢ zadowalajaca selektywnoscia. Poprawnos¢ opracowanej procedury analitycznej
potwierdzono poprzez oznaczanie jonow Cd(Il) w certyfikowanym materiale odniesienia
TM 25,5 uzyskujac wyniki zgodne z warto$ciami certyfikowanymi. Ponadto przeprowa-
dzono analize wodnych probek srodowiskowych takich jak woda z rzeki Bystrzyca oraz
woda kranowa, wzbogaconych znanymi st¢zeniami jonéow Cd(II). Pomiary przeprowa-
dzono metoda dodatku wzorca. Uzyskane warto$ci odzysku miescity si¢ w zakresie od
97,5 do 103,5% z wzglednym odchyleniem standardowym od 3,8 do 4,8%, co $wiadczy
0 poprawnosci opracowanej procedury analityczne;.

Tabela 1. Wzgledna warto$¢ sygnatu kadmu w obecnosci i nieobecnosci jonu obcego. Stezenie Cd(ID):
5x10°® mol L™, Potencjat i czas nagromadzania: -1,0 V, 120 s.

Jon obcy Molowy nadmiar st¢zenia Wzgledna wartos¢ sygnatu Cd
V(V) 100 0,82
Zn(11) 100 0,75
Fe(lll) 100 1,02
Cu(ll) 100 0,73
Mn(11) 100 0,95
Ni(ll) 100 0,91
Mo(VI) 10 0,85
Pb(ll) 100 1,03

Whioski: Stata mikroelektroda metaliczna ze stopu Sn/Pb moze by¢ wykorzystana do
oznaczania jonéw Cd(II) na sladowym poziomie ste¢zen W probkach wod srodowisko-
wych metoda anodowej woltamperometrii stripingowej, co zostalo potwierdzone
poprzez wyniki analiz certyfikowanego materiatu odniesienia oraz poprzez wartosci
odzyskéw analiz probek wod naturalnych. Opracowana procedura analityczna
charakteryzuje si¢ ponadto niska granica wykrywalnosci oraz wysoka selektywnos$cia.

Literatura:

1. J. Godt, F. Scheidig, C. Grosse-Siestrup, V. Esche, P. Brandenburg, A. Reich, D. A. Groneberg, Journal of
Occupational Medicine and Toxicology, 22 (2006) 1.
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ZASTOSOWANIE ZESPOLU MIKROELEKTROD Z1.OTYCH
| ICH MODYFIKACJI DO OZNACZEN WYBRANYCH JONOW
METODA ANODOWEJ WOLTAMPEROMETRII
STRIPINGOWEJ

M. OCHAB, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Chemii, Instytut Nauk
Chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej, pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031
Lublin.

Abstrakt: W pracy przedstawiono zastosowanie elektrody metalicznej w postaci
zespotu mikroelektrod ztotych (AuMEA) bez i z modyfikacja powierzchni ztota do
oznaczen jonow Se(IV), TI(I), Pb(Il) oraz In(IIl). W przypadku oznaczen Se(IV)
wykorzystano niemodyfikowang AuMEA za$ podczas oznaczania jonow TI(I), Pb(II)
i In(TIIT) wykorzystano btonkowa elektrod¢ bizmutowa wytworzona na powierzchni
AUMEA.

Whprowadzenie: Metoda woltamperometrii nalezy do metod elektroanalitycznych,
w ktorej mierzona jest zalezno$¢ natgzenia pradu w funkcji przyloZzonego potencjatu.
W celu zwigkszenia czutosci oznaczen (analiza §ladowa) stosuje si¢ etap nagromadzenia
(zatezenia) oznaczanego skladnika na powierzchni elektrody przed wilasciwym
pomiarem - moéwimy wowczas 0 woltamperometrii z zatezaniem (stripping voltammetry
- SV). Spos6b nagromadzania analitu na elektrodzie pracujacej zalezy od jego natury:
moze nastepowac W wyniku jego redukcji, adsorpcji lub utworzenia nierozpuszczalnego
zwigzku z materiatem elektrody. Proces redukcji w etapie nagromadzania stosuje si¢ dla
jonow metali, ktore tatwo ulegaja redukcji do postaci metalicznej na powierzchni
elektrody, np. Zn(ll), Pb(ll) czy Cd(Il). Po etapie nagromadzania nastepuje etap
stripingu, tzn. do elektrody przyktadany jest potencjat w kierunku dodatnich wartosci, co
skutkuje utlenieniem nagromadzonego metalu. Rezultatem tego jest uzyskanie krzywej
woltamperometrycznej najczesciej w postaci piku.

Jako elektrody pracujgce W woltamperometrii mogg by¢ wykorzystane materiaty we-
glowe (sadze, nanorurki, widokna weglowe), kompozytowe czy metale iich stopy.
W przypadku metali mogg to by¢ zaréwno metale o dodatnim (Hg, Au, Bi) jak
i o ujemnym (Pb, Ga) potencjale standardowym [1-3]. Ztoto, mimo swojej wady jaka
jest cena, jest czesto wykorzystywane jako elektroda pracujgca w woltamperometrii.
Wynika to z jego duzej biernosci, szerokiego zakresu potencjaléw anodowych (do ok.
1,2V) oraz wysokiego przewodnictwa elektrycznego. Mozliwa jest rowniez modyfikacja
powierzchni zlota, np. poprzez naniesienie na nig btonki innego metalu jak otowiu czy
bizmutu. Ztoto czgsto wykorzystywane jest W postaci statych mikroelektrod, btonki ztota
lub dodatku do materialu kompozytowego jako nanoczastki. W przypadku pojedynczej
dyskowej mikroelektrody ztotej (§rednica ponizej 25 pm) mierzone prady sa rz¢du nA,
co wymaga bardzo czulej aparatury. Rozwigzaniem tego problemu jest zastosowanie
zespolu (matrycy) mikroelektrod, gdzie uktad zawiera kilka a nawet kilkaset mikroelek-
trod potaczonych we wspolny uklad (AuMEA). Mierzony prad jest sumg pradow
poszczegolnych elektrod w zespole.

W pracy skupiono si¢ na mozliwosci zastosowania zespotu mikroelektrod ztotych
(AUMEA) bez i zmodyfikacja powierzchni poprzez natozenie blonki bizmutu
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(BiIFE/AuMEA) do oznaczen wybranych jonéw metoda anodowej woltamperometrii
stripingowej (ASV).

Czes¢ eksperymentalna: Badania prowadzono w klasycznym naczynku pomiarowym
(10 mL) w uktadzie trojelektrodowym przy zastosowaniu analizatora elektrochemicz-
nego Autolab PGSTAT 302N. Elektrod¢ odniesienia stanowita elektroda chlorosrebrowa
(Ag/AgCl) za$ przeciwelektrodg drut platynowy. Elektroda stacjonarna byta elektroda
w formie zespotu mikroelektrod zlotych, zawierajaca 792 mikroelektrod. Elektrode uzy-
skano w wyniku wypetnienia preformy kwarcowej stopionym ztotem pod zwickszonym
ciénieniem. Powierzchnia aktywna elektrody zostala oszacowana na 0,076 mmZ.
Narys.1A przedstawiono zdjecie powierzchni AuUMEA. Przygotowanie -elektrody
pracujacej danego dnia polegalo na jej mechanicznym spolerowaniu na papierze
$ciernym 0 ziarnisto$ci 2500 oraz wyptukaniu W myjce ultradzwickowej. W zaleznosci
od oznaczanego jonu, elektroda byta poddawana aktywacji elektrochemicznej lub
nagromadzeniu btonki bizmutu na powierzchni elektrody. Wszystkie pomiary wykony-
wano zroztworéw nieodtlenionych, aich mieszanie w odpowiednich etapach byto
prowadzone z uzyciem mieszadta magnetycznego.

Wyniki: Ponizej przedstawiono wyniki oznaczania jonow Se(IV), Pb(Il), TI(I) i In(lI1)
z wykorzystaniem zespolonej mikroelektrody zlotej zuzyciem metoda ASV.
W przypadku jonéw Se(IV) pomiary prowadzono na niemodyfikowanej AuMEA, za$
w przypadku pozostatych wymienionych jonéw z wykorzystaniem btonkowej elektrody
bizmutowej generowanej na AUMEA.

Procedura oznaczania Se(lV) z wykorzystaniem zespotu mikroelektrod ztotych

Pomiary wykonywano z roztworu zawierajacego 0,02 mol L™ HCIO, oraz okreslone
stezenie Se(IV). Procedura pomiarowa sktadata si¢ z nastepujacych po sobie etapow: (1)
aktywacja elektrody przy potencjale -1,5 V przez 2 s; (2) nagromadzanie Se(1V) przy
potencjale -0,2 V przez 180 s; (3) druga aktywacja elektrody przy potencjale -1,2 V
przez 1 s; (4) odczekanie przy potencjale 0,3 V przez 2 s; (5) rejestracja woltampero-
gramu metodg DPV przy zmianie potencjatu w zakresie od 0,3 do 1 V; (6) elektroche-
miczne czyszczenie elektrody przed kolejnym pomiarem przy potencjale -1,0 V przez
10 s. Etapy 1, 2, 3 i 6 prowadzono przy wlaczonym mieszaniu roztworu. Podczas badan
wstepnych stwierdzono, Ze zastosowanie etapow aktywacji elektrody powoduje wzrost
sygnatu Se(IV) oraz niewielkie obnizenie pradu tta w stosunku do pomiaréw bez etapow
aktywacji (rys.1B). Dokonano optymalizacji warunkéw nagromadzania (potencjat
i czas). W zoptymalizowanych warunkach dla czasu nagromadzania 180 s uzyskano
liniowo$¢ krzywej kalibracyjnej w zakresie od 3 do 30 nmol L™ (R* = 0,999), za$
granica wykrywalno$ci wynosita 0,84 nmol L™. Na rys.1C przedstawiono woltampero-
gramy uzyskane podczas wyznaczania krzywej kalibracyjnej Se(IV). W celu oceny
poprawnosci proponowanej procedury, dokonano analizy certyfikowanych materiatow
odniesienia: wody powierzchniowej (SPS-SW1) oraz wody z jeziora Ontario (TM 25.5).
W obu przypadkach uzyskano warto$ci zgodne z warto$ciami deklarowanymi.
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Rys.1. Zdjecie powierzchni zespotu statych mikroelektrod ztotych (A); woltamperogramy zarejestrowane
Z roztworu zawierajacego 20 nmol L™ Se(IV): z zastosowanie dwoch etapow aktywacji przy -1,5 V przez 2 s
i-1,2 V przez 1 s (ciagla linia a); bez etapoéw aktywacji (przerywana linia b); z pierwszym etapem aktywacji
przy -1,5 V przez 2 s (ciagta linia c) (B); Woltamperogramy uzyskane podczas wyznaczania krzywej
kalibracyjnej Se(IV): (a) tto; (b) jak a) + 3 nM; (c) jak a) + 5 nM; (d) jak a) + 10 nM;
(e) jak @) + 30 nM Se(IV) (C). Czas i potencjal nagromadzania podczas pomiaréw: 180 s, -0,2 V.

Procedura oznaczania Pb(ll) zwykorzystaniem blonkowej elektrody bizmutowej
generowanej na zespole mikroelektrod ztotych

W przypadku oznaczania jonéw otowiu konieczne okazato si¢ jego nagromadzanie na
AuMEA pokrytej blonka bizmutu, gdyz na niemodyfikowanej powierzchni zlota pik
otowiu jest bardzo stabo wyksztalcony. Na rys.2A przedstawiono woltamperogramy
zarejestrowane z roztworu zawierajacego 5 pmol L™ Bi(lll) i 0 (linia przerywana) oraz
500 nmol L™ Pb(Il) (linia ciagla) przy czasie nagromadzania 15 s. Dalsze pomiary
prowadzono z roztworu zawierajacego 0,1 mol L™ bufor octanowy (pH 5,3), 2 pmol L™
Bi(III) oraz okreslone stgzenie Pb(II). Procedura pomiarowa sktadata si¢ z nastepujacych
po sobie etapéw: (1) czyszczenie elektrochemiczne elektrody przy potencjale 0,5 V
przez 10 s; (2) jednoczesne generowanie btonki bizmutu i nagromadzanie Pb(Il) przy
potencjale -1,1 V przez 90 s. Po odczekaniu 5 s sygnat rejestrowano technika fali
prostokatnej (SWV) przy czestotliwosci 600 Hz. Amplituda i krok potencjatu wynosity
odpowiednio 10 i6 mV. W trakcie badan zoptymalizowano nastepujace parametry:
stezenie Bi(II), skiad elektrolitu podstawowego, warunki nagromadzania i parametry
rejestracji. Nastgpnie dokonano wyznaczenia zakresu liniowosci krzywej kalibracyjnej
dla czasu nagromadzania 90 s. Uzyskana krzywa kalibracyjna byta liniowa w zakresie
od 1 do 50 nmol L™ Pb(Il) (R*=0,999), za$ réwnanie prostej mialo posta¢ y = 3,128x -
0,0256, gdzie y i x to odpowiednio prad piku (nA) stezenie Pb(IT) (nmol L™). Na rys.2B
przedstawiono woltamperogramy uzyskane podczas wyznaczania krzywej kalibracyjnej
Pb(ll). Granica wykrywalnosci dla czasu nagromadzania 90 s zostala oszacowana na
0,3nmol L™ Wcelu oceny poprawnosci procedury, dokonano oznaczenia Pb(II)
w certyfikowanym materiale odniesienia — wody z jeziora Ontario (TM-25.5). Uzyskano
zawarto$é Pb(IT) na poziomie 29 + 2,7 ug L™, ktéra jest wartoécia zbiezna do wartosci
deklarowanej 27 + 2,4 pg L™

Badania wstepne oznaczania TI(I) iIn(ll) z wykorzystaniem blonkowej elektrody
bizmutowej wygenerowanej na zespole mikroelektrod zlotych

Podczas badania wplywu jonow obcych na warto$¢ sygnatu Pb(Il), stwierdzono
mozliwo$¢ oznaczenia na BiFE/AuMEA jonow TI(I) i In(l1l). Dokonano rejestracji
woltamperograméw z roztworéw zawierzajacych 0,1 mol L™ bufor octanowy (pH 4,0),
5 umol L™ Bi(ll1) oraz 500 nmol L™ jednego z jonu: TI(I) lub In(l111). Nagromadzanie
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prowadzono przez 15 s przy potencjale -1,2 V. W obu przypadkach uzyskano dobrze
uksztattowane piki utlenienia TI(I) oraz In(III) (rys.2C). Wyniki wskazuja na mozliwo$¢
opracowania czutej procedury oznaczania tych jonow z wykorzystaniem BiFE/AUMEA.

A) B)
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Rys.2. Zarejestrowane woltamperogramy: z roztworu zawierajacego 5 uM Bi(III) oraz 0 (linia przerywana)
i 500 nM Pb(II) (linia ciagla) (A); podczas wyznaczania krzywej kalibracyjnej Pb(Il) (Srodkowy wykres
przedstawia zakres liniowosci krzywej kalibracyjnej) (B); z roztworu zawierajacego
5 uM Bi(Ill) (przerywana linia a) oraz 500 nM In(III) (ciagta linia b) lub 500 nM TI(I) (linia ciagta c) (C).
Czas i potencjal nagromadzania: -1,25 V, 15s (Ai C); -1,1 V, 90 s (B).

Whioski: Podczas badan wykazano mozliwo$¢ zastosowania zespotu mikroelektrod
ztotych do oznaczania §ladowych stezen jonow Se(IV) czy Pb(Il). W obu przypadkach
uzyskano granice wykrywalnosci rzedu nmol L™. Dodatkowo wstepne badania wskazuja
na mozliwo$¢ opracowania czulych metod oznaczania jonow talu iindu. Przewagg
zespotu mikroelektrod wzgledem pojedynczej mikroelektrod jest rejestracja znacznie
wigkszych pradow, rzedu pA, a tym samym mniejsza wrazliwo$¢ uktadu na zaklocenia.
W poréwnaniu do metod litograficznych, opisana elektroda umozliwia wykonanie setki
pomiarow bez widocznego jej zuzycia. Duza zaleta AuMEA jest tatwy sposob
modyfikacji jej powierzchni btonkami innych metali, co umozliwia oznaczanie wigkszej
ilosci zwigzkow.

Literatura:
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2. 1. Geca, M. Ochab, M. Korolczuk, Journal of the Electrochemical Society, 167 (2020) 086506.
3. M. Ochab, 1. Geca, M. Korolczuk, Talanta, 165 (2017) 364.

35



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

WYSOKOCZULA PROCEDURA OZNACZANIA
TESTOSTERONU METODA AdSV Z WYKORZYSTANIEM
STALEJ ELEKTRODY OLOWIOWEJ

M. OCHAB, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydzial Chemii, Instytut Nauk
Chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej, pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031
Lublin.

Abstrakt: 17p-hydroksy-4-androsten-3-on, inaczej zwany testosteronem, jest jednym
z najwazniejszych meskich hormonow piciowych z grupy androgenow. W niniejszym
komunikacie przedstawiono czulg procedur¢ oznaczania testosteronu z zastosowaniem
statej elektrody otowiowej jako elektrody pracujacej metoda adsorpeyjnej woltampero-
metrii stripingowej. W zoptymalizowanych warunkach przy czasie nagromadzania 90 s
uzyskano liniowy zakres krzywej kalibracyjnej w zakresie od 5x10”° do 5x10” mol L™
testosteronu. W celu sprawdzenia poprawnosci opracowanej procedury dokonano
analizy preparatu farmaceutycznego.

Wprowadzenie: Testosteron to jeden z najwazniejszych meskich hormonow piciowych.
U mezczyzn jest produkowany glownie w komorkach Leydiga w jadrach, w niewielkich
ilosciach rowniez przez kor¢ nadnerczy. Organizm kobiety takze produkuje ten hormon,
ale na znacznie nizszym poziomie niz u me¢zczyzn. Hormon ten po raz pierwszy
wyizolowat Lacquer w 1935 roku [1]. Testosteron wystepuje rOwniez W organizmach
innych ssakow. Zwiazek ten ma kluczowe znaczenie W procesie dojrzewania plciowego
u megzezyzn: odpowiada m.in. Za rozwoj jader oraz prostaty, rozrost kosci, przyrost
masy migéniowej oraz za proces spermatogenezy. Zaréwno nadmiar iniedobor
testosteronu moze powodowaé problemy z pamiecia, zwickszone ryzyko zachorowania
na demencjg, tysienie, otyto$¢ czy hirsutyzm u kobiet. Z uwagi na to, ze typowe stezenie
testosteronu w moczu mezczyzn oscyluje na poziomie 10® mol L, konieczne jest
opracowanie czulych metod jego oznaczania. Do oznaczen testosteronu najczesciej
stosowane sa metody chromatografii cieczowej sprzezone z detektorami masowymi
[2,3]. Cho¢ metody te sg niezwykle skuteczne i selektywne, ich wada jest wysoki koszt
aparatury oraz czesto dtuga i skomplikowana obrobka wstepna probki. Alternatywa dla
metod chromatograficznych moga by¢ metody woltamperometrii stripingowe;.
Woltamperometria stripingowa, czyli woltamperometria z zat¢zeniem, jest metoda
w ktoérej przed etapem rejestracji sygnatu, nastgpuje zatezanie analitu na powierzchni
elektrody bezposrednio z badanego roztworu. W przypadku zwigzkéw organicznych jak
testosteron, nagromadzanie nastepuje W wyniku adsorpcji zwigzku na powierzchni
elektrody. Jako elektrody pracujacej do oznaczen testosteronu wykorzystano wiszaca
kroplows elektrode rteciowg [4], btonkowg elektrode olowiowa [5] czy bizmutowa [6]
generowang na podtozu z wegla szklistego.

Celem badan byto opracowanie szybkiej i czulej procedury oznaczania testosteronu na
statej elektrodzie olowiowe;.

Czes¢ eksperymentalna: Pomiary prowadzono w klasycznym ukladzie trojelektrodo-
wym, gdzie elektrodg pracujaca byla stala elektroda otowiowa. Elektroda chlorosrebro-

wa (Ag/AgCl) pehita rol¢ elektrody odniesienia, za$ platyna w formie drutu role
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przeciwelektrody. Badania wykonywano w klasycznym naczynku pomiarowym
0 objetosci roztworu 10 mL, ktory zawieral 0,05 mol L™ buforu octanowego (pH 4,6)
i okre$lone stezenie testosteronu. Mieszanie W etapie aktywacji i nagromadzania byto
prowadzone z zastosowaniem mieszadta magnetycznego (300 rpm). Jako analizator
elektrochemiczny zostat uzyty Autolab PGSTAT 128N firmy Eco Chemie. Elektroda
pracujagca miata posta¢ folii wykonanej z otowiu 0 wysokiej czystosci (99,999%)
i wymiarach: 100 x 200 um. Przygotowanie elektrody do pomiaré6w polegato na jej
mechanicznym spolerowaniu na papierze $ciernym 0 ziarnisto$ci 2500 oraz wyplukaniu
w myjce ultradzwickowej. W celu aktywacji jej powierzchni, polaryzowano elektrode
w roztworze elektrolitu podstawowego przez 2 s przy potencjale -3,0 V.

Wyniki: Stata elektroda otowiowa zostata zastosowana do oznaczania testosteronu
metoda adsorpcyjnej woltamperometrii  stripingowej. Pomiary odbywaly sie¢
W nastepujacy sposob: przez 2 s elektroda byta polaryzowana potencjatem -2,5 V w celu
aktywacji elektrody, nastepnie przez 90 s przy potencjale -1,1 V nagromadzano
testosteron w wyniku jego adsorpcji. Po odczekaniu 10 s z wylagczonym mieszaniem
rejestrowano woltamperogram technikg fali prostokatnej, zmieniajgc potencjat elektrody
od -1,1 do -1,45 V. Czestotliwo$¢, amplituda i krok potencjatu wynosity odpowiednio
200 Hz, 50 mV i2 mV. W celu optymalizacji procedury zbadano wptyw: sktadu
elektrolitu podstawowego, potencjat i czas nagromadzania oraz czgstotliwosci na sygnat
testosteronu. Na rys.1A przedstawiono wptyw stgzenia buforu octanowego (pH 4,6) na
sygnat testosteronu dla czasu nagromadzania 60 s. W zoptymalizowanych warunkach,
dla czasu nagromadzania 90 s uzyskano liniowy zakres krzywej kalibracyjnej od 5 do
500 nmol L. Warto$¢ wspotczynnika korelacji R? wynosita 0,999. Rysunek 1B
przedstawia woltamperogramy zarejestrowane podczas wyznaczania krzywej kalibracyj-
nej. Granica wykrywalnoséci testosteronu dla czasu nagromadzania 90 s wynosila
1,3 nmol L™. Otrzymane LOD jest zblizone do wartosci uzyskanej przy zastosowaniu
blonkowej elektrody otowiowej (0,9 nmol L™ dla czasu nagromadzania 120 s).
Poprawno$¢ opracowanej procedury sprawdzono oznaczajac testosteron W preparacie
farmaceutycznym. Lek w postaci testosteronum prolongatum (Jelma, Polska) zawierat
100 mg testosteronu na ml. Probke przygotowano poprzez jej rozcienczenie metanolem.
Zastosowano metod¢ dodatku wzorca. Uzyskano zawarto$¢ testosteronu na poziomie
104 + 3,2 mg ml™ co jest wynikiem zgodnym z warto$cia deklarowana przez producen-
ta. Na rys.1C przedstawiono woltamperogramy zarejestrowane podczas oznaczania
zawarto$¢ testosteronu W preparacie farmaceutycznym.
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Rys.1. Woltamperogramy uzyskane na PbE podczas: badania wplywu stgzenia buforu octanowego (pH 4,6) na
sygnat testosteronu z roztworu zawierajacego 100 nM testosteronu (A); wyznaczania krzywej kalibracyjnej:
a) tlo; b) tak jak (a) + 5 nM; c) tak jak (a) + 10 nM; d) tak jak (a) + 20 nM; e) tak jak (a)

+ 50 nM; f) tak jak (a) + 100 nM; g) tak jak (a) + 200 nM; h) tak jak (a) + 500 nM testosteronu (B). oznaczania
testosteronu w preparacie farmaceutycznym (Testosteronum prolongatum 100 mg mL™): a) probka; b) tak jak
(a) + 30 nM; c) tak jak (a) + 60 nM testosteronu (C). Czas nagromadzania: 60 s (A), 90s (B i C).

Whioski: Stata elektroda otowiowa moze by¢ wykorzystana do oznaczania nanomolo-
wych stgzen testosteronu metoda adsorpcyjnej woltamperometrii stripingowej. Granica
wykrywalnosci dla testosteronu uzyskana na statej elektrodzie otowiowej jest zblizona
do warto$ci uzyskanej dla btonkowej elektrody otowiowej. W stosunku do elektrod
modyfikowanych lub bazujacych na btonkach metalu (np. otowiu) jej konstrukcja jest
bardzo prosta i nie wymaga pracochtonnego jej przygotowania. Dodatkows zaleta PbE
wzgledem PbFE jest brak stosowania jondw otowiu(Il) potrzebnych do generowania
btonki co skraca iupraszcza procedur¢ pomiarowsa oraz zmniejsza ilos$¢ $ciekow
zawierajacych jony Pb(Il) niezbedne do wygenerowania btonki metalu.
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KONSTRUKCJA | WEASCIWOSCI ELEKTROD
JONOSELEKTYWNYCH Z POLIMEROWA MEMBRANA
MODYFIKOWANA NANOKOMPOZYTEM NANOWLOKIEN
WEGLOWYCH | CIECZY JONOWEJ

C. WARDAK, M. GRABARCZYK, K. MORAWSKA, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej, Wydzial Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Anali-
tycznej, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: W pracy przedstawiono badania dotyczace konstrukcji i wtasciwosci elektrod
jonoselektywnych przeznaczonych do oznaczania olowiu. Elektrody skonstruowano
w wersji solid contact tj. bez roztworu elektrolitu wewngtrznego, W ktorych jonoselek-
tywna membrana naniesiona jest bezposrednio na elektrode wewnetrzng. Membrana
elektrod byta modyfikowana dodatkiem nanokompozytu nanowtdkien weglowych
i cieczy jonowej co pozwolito na uzyskanie czujnika o dobrych parametrach metrolo-
gicznych i elektrycznych. Elektroda z membrang 0 optymalnym sktadzie charakteryzo-
wala si¢ niska granica wykrywalnoséci (1,24 ppb), szerokim zakresem pomiarowym
(2,1pg/L - 2,1 g/L), bardzo dobrg selektywno$cia (wartosci KPp,<4,0x107) oraz
wysoka stabilnoscig potencjatu (dryft 0,1 mV/h).

Whprowadzenie: Ol6w to niebiesko-bialy metal ciezki, ktory jest niewatpliwie
toksyczny dla ludzi i innych zywych organizmoéw. Zawarto$¢ otowiu W poszczegolnych
elementach $srodowiska systematycznie wzrasta, co jest efektem szerokiego wykorzysta-
nia tego pierwiastka w wielu dziedzinach. Otéw zostat sklasyfikowany nie tylko jako
pierwiastek toksyczny, ale takze jako mutagen. Powoduje wady wrodzone i uszkodzenia
narzadow wewnetrznych [1]. Z tego powodu wciaz potrzebne sa szybkie, proste i tanie,
a jednoczesnie dostatecznie dokladne procedury oznaczania zawarto$ci tego metalu
w srodowisku. Wérdéd wielu technik analitycznych dedykowanych do oznaczania
olowiu, potencjometria odgrywa wazng rol¢ ze wzgledu na niski koszt oznaczenia,
zwigzany Ztanig aparaturg, pProstota pomiaréw oraz krotkim czasem analizy.
W metodzie tej bardzo istotna jest elektroda wskaznikowa, ktorej parametry wptywaja
na jako$¢ uzyskanych wynikdéw oznaczen. Najwigkszg grupe elektrod wskaznikowych
stanowig elektrody jonoselektywne. W ostatnim czasie wzrosto zainteresowanie
elektrodami bez roztworu elektrolitu wewnetrznego. Czujniki tego typu dzigki
wykorzystaniu nowoczesnych materiatow W chwili obecnej nie ustgpuja parametrami
elektrodom klasycznym, aw poréwnaniu z nimi sg znacznie tansze iwygodniejsze
w uzyciu [2-3]. Ma to znaczenie zwlaszcza w pomiarach terenowych, w ktorych m.in.
stosowane sa elektrody jonoselektywne.

W niniejszej pracy do konstrukcji elektrod czutych na jony otowiu zastosowano nowy
material - nanokompozyt otrzymany z nanowltokien weglowych oraz heksafluorofosfo-
ranu heksylometyloimidazolu. Oba sktadniki tworzace kompozyt posiadajg wtasciwosci
potencjalnie pozadane z punktu widzenia zastosowania ich jako modyfikatorow
polimerowej membrany jonoselektywnej (hydrofobowosé, dobre przewodnictwo
elektryczne, wysoka pojemno$¢ elektryczna iodporno$¢ mechaniczna). Ponadto
wzajemne oddziatywanie pierScieni imidazoliowych cieczy jonowej z powierzchnig
nanowlokien weglowych powoduje steryczng i elektryczng stabilizacje powstatego
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kompozytu co ulatwia jego jednorodng dyspersj¢ W fazie mambrany. Co wigcej
wilasciwosci elektokatalityczne i elektryczne (pojemno$¢) W poréwnaniu do produktow
wyj$ciowych ulegaja wzmocnieniu [4,5]. Material tego typu nie byl dotychczas
stosowany w konstrukcji elektrod jonoselektywnych.

Czes¢ eksperymentalna: W ramach przeprowadzonych badan przygotowano elektrody
0r6znej zawartoSci nanokompozytu (NK) w membranie wynoszacej odpowiednio:
elektroda 1- 0% NK, elektroda 2- 1% NK, elektroda 3- 3% NK elektroda 4- 6% NK
i elektroda 5- 9% NK. Membrana elektrody 1 bez nanokompozytu zawierata 0,5% soli
lipofilowej (tetrakis (4-chlorofenyloboran potasu (KTpCIPB), ponadto membrany
wszystkich elektrod zawieraty 1% jonoforu (lead ionophore 1V, Fluka), 33% polichlorku
winylu, 32,5% plastyfikatora adypinianu bisbutylopentylowego oraz od 32,5 do 24,5%
plastyfikatora eteru nitrofenylooktylowego. Membrany przygotowano odwazajac do
szklanej fiolki poszczegolne sktadniki w odpowiednich proporcjach, otrzymang
mieszaning homogenizowano W tazni ultradzwickowej przez 15 min., a nast¢pnie
odpowietrzono ja za pomoca pompy prézniowej ikolejno pokrywano nig elektrode
platynowa umieszczong w teflonowej obudowie. Tak przygotowany czujnik ogrzewano
w suszarce wtemp. ok 90-100 °C przez 5 min. do uzyskania plastycznej membrany.
Przed pomiarami elektrody kondycjonowano w roztworze jonéw Pb(II) o0 stezeniu 1x10
M oraz 1x10®° M. Badania wlasciwosci elektrod wykonano przeprowadzajac pomiary
potencjometryczne (uktad dwuelektrodowy: elektroda jonoselektywna-elektroda
odniesienia Ag/AgCl) z wykorzystaniem wielokanatowego systemu zbierania danych
potencjometrycznych Lawson Labs. oraz pomiary elektrochemicznej spektroskopii
impedancyjnej (w uktadzie trojelektrodowym z dodatkowa elektroda pomocnicza GCE)
za pomocg analizatora elektrochemicznego pAutolab. Pomiary pH wykonano postugujac
si¢ elektroda szklang i miernikiem pH Elmetron CX-742.

Whyniki: Efekt modyfikacji membrany dodatkiem nanokompozytu okreslono wyznacza-
jac parametry analityczne elektrod tj. granica wykrywalno$ci, zakres pomiarowy,
nachylenie charakterystyki, zakres pH, selektywno$¢, stabilno$¢ iodwracalnosé
potencjalu oraz parametry elektryczne tj. oporno$¢ membrany, pojemno$¢ elektryczna
oraz oporno$¢ przeniesienia ladunku na granicy faz membrana elektroda wewngtrzna.
Parametry te zebrano w Tabeli 1 i 2.

Tabela 1. Por6wnanie parametrow elektrod otowiowych z r6zng zawarto$cia nanokompozytu w membranie
oraz elektrody niemodyfikowanej.

Parametr Elektroda 1 | Elektroda 2 | Elektroda 3 | Elektroda4 | Elektroda 5
(0% NK) (1% NK) | (3% NK) | (6% NK) (9% NK)
Nachylenie charakterystyki, 30,7
mV/dakade 29,9 31,91 31,8 315 58.4
Granica wykrywalnosci, 4,0x107 2,4x107 3,1x10°® 6,0x10° 3,1x10
mol L™ (ppb)
. 2-53
ZaKres pomiarowy, paen 2-6 2-6,3 2-7 2-8 53.7
Zakres pH, pH 4,0-74 3,8-75 3,3-75 3,1-7,6 3,1-7,6
Dryft potencjatu, mV/h 8,5 3,1 0,67 0,11 0,12
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Odtwarzalno$¢ potencjatu,
SD. mv 33 14 0,27 0,11 -
Oporno$¢ membrany, kQ 762 224 178 46,5 38,1
Opornos¢ przeniesienia
Jadunku, kQ 9832 482 196 28,6 26,3
CPE Y° (N), uF 0,044 (0,991) | 1,13 (0,960) | 20,7 (0,879) | 84,4 (0,886) | 92,1 (0,801)

Na podstawie danych zawartych w Tabeli 1 mozna stwierdzi¢, ze elektrody zawierajace
NK w membranie w poréwnaniu elektrody niemodyfikowanej charakteryzowaty si¢
nizsza granica wykrywalno$ci oraz szerszym zakresem pomiarowym. Efekt ten byt
zalezy od zawarto$§ci NK w membranie. Wraz ze wzrostem stgzenia NK w membranie
zaobserwowano coraz nizsza granice wykrywalnoSci iszerszy zakres pomiarowy
elektrod. Jednak dla zawartosci 9% zaobserwowano dwa zakresy liniowosci o réznych
nachyleniach, nernstowski w zakresie wyzszych stezen i supernernstowski w zakresie
stezen nizszych. Wicksza czulos¢ elektrod z membrang modyfikowang nanokompozy-
tem mozna wythumaczy¢ zwigkszona zdolnoscia ekstrakcyjng membrany w stosunku do
otowiu. Zwigkszenie zawarto$ci nanokompozytu w membranie zwicksza ekstrakcje
jonéw otowiu do fazy membrany. W przypadku elektrody 5 (9% NK) efekt ten jest
najsilniejszy, powodujac supernernsowskie nachylenie krzywej odpowiedzi elektrody
w zakresie niskich stezen. Modyfikacja membrany nanokompozytem powoduje rowniez
poprawg parametréow  elektrycznych elektrod-zmniejszenie zardwno opornosci
membrany jak i opornosci przeniesienia tadunku oraz zwigkszenie pojemnosci warstwy
podwdjnej. Dodany do membrany nanokompozyt charakteryzuje si¢ bardzo dobra
przewodnoscia elektryczng i skutecznie zmniejsza rezystancje membrany. Dyspersja NC
w catej objetosci membrany powoduje, ze powierzchnia kontaktu fazy membrany i NC
jest bardzo duza. Ulatwia to znacznie procesy dyfuzji i transport ladunku w fazie
membranowej oraz na styku faz membrana/elektroda wewngtrzna, a w efekcie
skutecznie poprawia stabilno$¢ i odwracalno$¢ potencjatu elektrody.

Tabela 2. Wartosci wspotezynnikow selektywnosci elektrody otowiowej zawierajacej 6% NK w membranie
(elektroda 4) i elektrody niemodyfikowanej (elektroda 1).

. . K ppqiiym
Jon interferujacy
Elektroda 1 (0% NK) Elektroda 4 (6% NK)

K(l) 2,5x10° 3,2x107°
Na(l) 7,9%x10° 5,0x10°
Mg(ll) 6,3x10® 7,9%x107°
Ca(ll) 1,3x10° 6,3x10®
Li(l) 1,6x10° 6,3x10°®
Ni(ll) 1,0x10°® 3,2x107
Co(ll) 1,0x10® 4,0x107
Ba(ll) 1,6x10° 4,0x107
Zn(Il) 1,6x10° 7,9x107
cd(ln) 6,3x10* 3,2x10°®
Cu(ll) 1,0x10° 4,0x10°
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Biorac pod uwage selektywno$¢ elektrod (Tabela 2) widaé, ze elektroda z membrang
zawierajacg NK wykazywata korzystniejsze wartosci wspotczynnikow selektywnosci
W porownaniu z elektroda z membrang 0 klasycznym sktadzie. Efekt ten jest oczywiscie
zwigzany z modyfikacja sktadu membrany za pomoca NK. Membrana elektrody 1
zawiera KTpCIPB, ktory wykazuje whasciwosci jonowymienne i zwigksza powinowac-
two membrany do wszystkich kationéw. Ciecz jonowa zawarta w NK dodanym do
membrany elektrody 4 (6%NK) nie wykazuje wlasciwosci jonowymiennych, ale dzigki
budowie jonowej zwicksza sil¢ jonowa membrany. Dzicki temu jony 0 duzym
powinowactwie do jonoforu, w tym przypadku jony Pb(Il), tatwiej przechodza do fazy
membranowej, co z kolei poprawia selektywno$¢ elektrody, rowniez w stosunku do
jonéw wodorowych co obserwujemy W postaci szerszego zakresu pH elektrod.

Whioski: Przedstawione wyniki badan potwierdzaja uzyteczno$¢ nanokompozytu
nanowlokien weglowych i heksafluorofosforanu 1-heksylo-3-metyloimidazoliowego
jako efektywnego sktadnika membran jonoselektywnych elektrod czutych na jony
ofowiu. Nanokompozyt pelni wiele funkcji w elektrodzie, korzystnie zmieniajac jej
wlasciwos$ci. Modyfikacja membrany za pomocg nanokompozytu zwicksza jej zdolno$é
ekstrakcyjng W stosunku do otowiu, dzigki czemu otrzymane elektrody wykazuja nizsza
granice wykrywalnosci iszerszy zakres pomiarowy oraz korzystniejsze wartosci
wspolczynnikéw selektywnosci. Nanokompozyt ma charakter silnie hydrofobowy,
a takze zwicksza hydrofobowo$¢ membrany. Dzigki temu wyptukiwanie sktadnikoéw
aktywnych z fazy membranowej jest znacznie ograniczone, co skutkuje bardzo dobra
dlugotrwata stabilnoscig elektrod. Ponadto modyfikowane membrany charakteryzuja si¢
zmniejszong rezystancja i zwiekszona pojemnoscig. Dzigki temu otrzymane elektrody
charakteryzowaly si¢ stabilnym i odwracalnym potencjalem. Zastosowanie nanokompo-
zytu jako sktadnika membrany jonoczulej jest proste, dzigki czemu przygotowanie
elektrody jest tatwiejsze iszybsze w porownaniu do elektrod z warstwg posrednig np.
polimery przewodzace lub nanomaterialy weglowe. Jest to dodatkowa zaleta zastosowa-
nia nanokompozytu.
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BADANIA WEASCIWOSCI ELEKTRYCZNYCH MATERIALOW
KOMPOZYTOWYCH POD KATEM ICH ZASTOSOWANIA
W KONSTRUKCJI CZUJNIKOW POTENCJOMETRYCZNYCH

C. WARDAK!, K. PIETRZAK!, K. MORAWSKA' S. MALINOWSKI?
'Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Chemii, Instytut Nauk Chemicznych,
Katedra Chemii Analitycznej, pl. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin,
“Politechnika Lubelska, Wydziat Budownictwa i Architektury, Katedra Inzynierii
Materiatow Budowlanych i Geoinzynierii, ul. Nadbystrzycka 40, 20-618 Lublin.

Abstrakt: W pracy przedstawiono wyniki badan wlasciwosci elektrycznych nanomate-
rialow  kompozytowych otrzymanych z wieloSciennych nanorurek weglowych
(MWCNTSs) oraz nanowlokien polianiliny (PANINFs) w réoznym stosunku masowym
2:1, 1:1, 1:2. Badania wykonano testujgc elektrody z wegla szklistego modyfikowane
cienkg warstwg nanomateriatu. Za pomocg pomiaréw chronopotencjometrycznych oraz
elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej okreslono oporno$é¢ elektrod oraz
pojemnos¢ warstwy podwojnej. Stwierdzono, ze nanokompozyty posiadaja korzystniej-
sze parametry elektryczne (mniejsza oporno$¢ oraz wigksza pojemnosc) z punku
widzenia wykorzystania ich w konstrukcji elektrod jonoselektywnych w poréwnaniu do
tworzacych je komponentow. Najlepsze parametry wlasciwosci wykazywal kompozyt
MWCNTs:PANINFs w stosunku 1:2.

Whprowadzenie: Wspotczesnie najintensywniej badanym i najczes$ciej opisywanym
rodzajem czujnikow potencjometrycznych sg elektrody jonoselektywne ze stalym
kontaktem [1-2]. W elektrodach tego typu wyeliminowano obecny w elektrodach
klasycznych roztwor wewngtrzny petnigey role tacznika pomiedzy elektroda wyprowa-
dzajaca a membrana jonoselektywng. Dla elektrod ze statym kontaktem bardzo istotne
jest odpowiednie dobranie materiatu, ktory bedzie spetniat funkcje przetwornika jon—
elektron, umozliwiajagc tym samym prawidlowa prace elektrod dzigki zapewnieniu
odpowiedniej stabilno$ci i odtwarzalno$ci potencjatu. Dobranie odpowiedniego
materiatu przewodzacego jest szczegodlnie istotne ze wzgledu na znaczacy wplyw
rodzaju warstwy posredniej rowniez na stabilno$¢ sktadu membrany jonoselektywnej
[3]. Nowoopracowane materialy majace petni¢ funkcj¢ stalego kontaktu powinny
spetniaé szereg warunkow. W pierwszej kolejnosci muszg by¢ to materiaty 0 wysokiej
pojemnosci objetosciowej zapewniajacej stabilnos¢ potencjatu oraz stabilne chemicznie,
nie generujace zadnych reakcji ubocznych w procesie transdukcji jon-elektron. Ponadto
proces zamiany pomiedzy przewodno$cig jonowa ielektronowa powinien by¢
odwracalny. Istotna jest rowniez wystarczajgca hydrofobowo$¢ materiatu, aby pomigdzy
materialem elektrody wewnetrznej a membrang jonoselektywna nie tworzyla si¢
warstwa wodna [4]. Pierwszymi materiatami zastosowanymi jako staty kontakt byty
polimery przewodzace. Z tej grupy zwigzkoéw stosowano w tym celu juz polipirol (PPy),
a nastgpnie poli(3,4-etylenodioksytiofen) (PEDOT), poli(3-oktylotiofen) (POT), czy
polianiling (PANI) [5-6]. Do konstrukcji czujnikow zastosowano roéwniez réznego
rodzaju nanostrukturalne polimery przewodzace gltéwnie na bazie polianiliny [7]:
W postaci nanorurek, nanowldkien, nanodrutéw. Roé6wnie popularng grupa materiatdéw
stosowanych jako staly kontakt sa nanomaterialy weglowe przede wszystkim jedno
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(SWCNTs) - i wieloscienne nanorurki weglowe (MWCNTS), ale tez grafen, fullereny,
mezoporowaty wegiel z nadrukiem koloidalnym (CIM), oraz sadza [8-10]. W ostatnim
czasie w SCISEs zacze¢to stosowaé materialy kompozytowe uzyskane na bazie
nanomaterialtow weglowych [11-14]. Materialy te 1acza pozadane wihasciwosci
sktadnikow, ktore czgsto wykazuja wlasciwos$ci synergistyczne. Dzigki temu zastosowa-
nie nanokompozytu jest korzystniejsze niz pojedynczego komponentu. Przede
wszystkim nanokompozyt spelnia podstawowa funkcje przetwornika jonowo-
elektronowego, a dodatkowo w zaleznosci od rodzaju kompozytu uzyskuje si¢ inne
korzysci np. zwigkszong hydrofobowos¢.

W niniejszej pracy przedstawiono otrzymywanie i badanie wtasciwosci elektrycznych
nowego nanomaterialu kompozytowego otrzymanego z MWCNTS i PANINFs. Biorac
pod uwage wlasciwosci komponentéw wyjsciowych uzyskany kompozyt wydaje si¢ by¢
dobrym materiatem do konstrukcji SCISEs.

Cze$¢ eksperymentalna: Nanokompozyty o stosunku wagowym MWCNTS:PANINFs
rownym 1:2, 1:1 i2:1 otrzymano poprzez zmieszanie sktadnikow w tetrahydrofuranie
(THF) 10 mg/ml i homogenizacje mieszaniny w tazni ultradzwigkowej przez godzing.
Analogicznie przygotowano suspensje PANINFs i MWCNTSs. Nastepnie, 10 pl
zhomogenizowanej zawiesiny naniesiono na odpowiednio oczyszczong | wysuszong
powierzchnig¢ elektrody z wegla szklistego (GCE) ipozostawiono do odparowania
rozpuszczalnika. Tak przygotowane elektrody stosowano jako elektrody pracujgce
w pomiarach  chronopotencjometrycznych oraz elektrochemicznej spektroskopii
impedancyjnej. Pomiary te prowadzono w uktadzie 3-elektrodowym, z elektroda
odniesienia  Ag/AgCl  (Metrohm  6.0733.100) oraz elektroda pomocnicza
GC 2 mm/65 mm. Wszystkie pomiary przeprowadzono w roztworze NaCl o stgzeniu
10™' M. Widma impedancyjne rejestrowano w zakresie czestotliwosci 0,1-100 kHz przy
potencjale obwodu otwartego z amplitudag 10 mV. W pomiarach chronopotencjome-
trycznych przyktadano staty prad o wartosci +1 pA przez, a nastgpnie prad 0 wartosci
—1 pA przez kolejne 60 s, z jednoczesna rejestracja potencjatu elektrody. Do wykonania
powyzszych pomiarow, idopasowania obwodu zastepczego otrzymanych widm
impedancji wykorzystano analizator elektrochemiczny AUTOLAB (Eco Chemie) oraz
oprogramowanie NOVA 2.1.

Wyniki: Przeprowadzone pomiary miaty na celu wyznaczenie parametrow elektrycz-
nych badanych materiatow. Otrzymane krzywe chronopotencjometryczne przedstawiono
na rys.1. Na podstawie przebiegu tych krzywych, korzystajac z zaleznosci: R=E/i; oraz
C=i/(AE/At) (gdzie: E — skok potencjatu przy zmianie kierunku pradu, i— nat¢zenie
pradu, AE/At -nachylenie prostoliniowego odcinka krzywej chronopotencjometrycznej),
wyznaczono pojemno$¢ elektryczng (C) i catkowita opornos¢ elektrody (R) [6].
Otrzymane dane zamieszczono w Tabeli 1.
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Rys.1. Krzywe chronopotencjometryczne wyznaczone dla elektrod GC modyfikowanych nanokompozytami
(a) oraz nanowtoknami polianiliny i wielo§ciennymi nanorurkami weglowymi (b).

Tabela 1. Warto$ci parametrow elektrycznych elektrod GCE modyfikowanych nanokompozytami oraz
nanomaterialami wyznaczone metoda chronopotencjometryczna.

Rodzaj elektrody R[Q] Cal [1F]
GCE/MWCNTSs:PANINFs 1:2 214 7160
GCE/MWCNTSs:PANINFs 1:1 312 3011
GCE/MWCNTSs:PANINFs 2:1 369 2704

GCE/MWCNTSs 610 678

GCE/PANINFs 637 1819

Na rys.2 przedstawiono widma impedancyjne zarejestrowane dla badanych elektrod oraz
dopasowany do nich elektryczny obwdd zastepczy, za pomoca ktérego wyznaczone
parametery elektryczne elektrod. Obwod ten zawiera nieskompensowang oporno$é (R)
(jest to gtéwnie opornos¢ elektrolitu), impedancje Warburga (W) 2zwigzang
Z transportem jonow W warstwie nanomateriatu i pojemno$¢ warstwy podwdjnej (Cgj)
[15]. Wyznaczone dane zebrano w Tabeli 2.
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Rys.2. Widma EIS zarejestrowane dla elektrod GC modyfikowanych nanokompozytami (a) oraz nanowtokna-
mi polianiliny i wielo$ciennymi nanorurkami weglowymi (b).
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Tabela 2. Warto$ci parametrow elektrycznych wyznaczonych z widm impedancyjnych zarejestrowanych dla
elektrod GCE modyfikowanych nanokompozytami oraz nanomateriatami.

Rodzaj elektrody R[Q] W [mQ s¥7] Cal [UF]
GCE/MWCNTSs:PANINFs 1:2 101 13 7009
GCE/MWCNTSs:PANINFs 1:1 103 8,6 3400
GCE/MWCNTSs:PANINFs 2:1 108 8,0 3123

GCE/MWCNTSs 95 58 588

GCE/PANINFs 123 48 2104

Whioski: Poniewaz wszystkie elektrody roznity si¢ jedynie rodzajem nanomateriatu
pokrywajacego GCE, zaobserwowane roznice wynikaty z ich odmiennych wlasciwosci.
Z analizy parametrow elektrycznych podanych w Tabeli 1 i2, wida¢ ze badane
nanomateriaty wykazywaty rozne wtasciwosci elektryczne. W przypadku nanokompozy-
tow zaobserwowano efekt synergiczny. Wszystkie nanokompozyty mialy wigksza
pojemno$é warstwy podwojnej Cy oraz mniejsza opornos¢ niz nanomateriaty, z ktorych
je otrzymano, tj. MWCNTs iPANINFs. Nanokompozyt MWCNTs:PANINFs 1:2
charakteryzowal si¢ najmniejsza opornos$cig i najwickszg warto$cig Cgq = ok. 7000 uF,
ktora byla ponad dziesieciokrotnie wigksza niz warto$¢ Cg uzyskana dla MWCNTSs
i ponad trzykrotnie wigksza niz Cy uzyskane dla PANINFs. Podsumowujac mozna
stwierdzi¢, ze wlasnie ten nanokompozyt bedzie najlepszym materialem jako staty
kontakt w elektrodach jonoselektywnych.
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WPLYW PIRYDOKSAMINY NA ELEKTROWYDZIELANIE
CYNKU NA RTECI

J. NIESZPOREK, P. PIROG, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat
Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej, pl. Marii Sktodow-
skiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Wykazano, ze pirydoksamina adsorbujac si¢ na powierzchni rtgci tworzy
kompleks aktywny zjonami depolaryzatora utatwiajacy wymiang tadunku podczas
reakcji elektrodowej. Pelni wigc role katalizatora elektroredukcji jonow Zn(Il).
Zdolnosci przyspieszajace witaminy sa najwigksze W zakresie jej nizszych stezen
¢<7,0-10° M.

Whprowadzenie: Prezentowane badania dotycza wptywu pirydoksaminy na elektrore-
dukcje jonéw Zn(II) w buforze octanowym o pH=6. Elektroredukcja tych jonow na rteci
jest procesem quasi-odwracalnym, natomiast pirydoksamina adsorbuje si¢ na po-
wierzchni elektrody wplywajac tym samym na zmiang kinetyki analizowanej reakcji.
Pirydoksamina (rys.1) jest jedng z form witaminy B6 bedaca kofaktorem dla r6znorod-
nych reakcji biochemicznych regulujacych podstawowy metabolizm komérkowy. Bierze
udzial w metabolizmie aminokwasow, glikogenu i kwasow tluszczowych oraz syntezie
neuroprzekaznikoéw, takich jak serotonina idopamina [1]. Ponadto jest skuteczna
w zapobieganiu nefropatii ima korzystne dziatanie w lipidemii, biatkomoczu
i miazdzycy tetnic [2]. Ostatnie badania nad pirydoksaming wskazuja, ze jest ona
obiecujacym kandydatem na farmaceutyk w leczeniu powiktan cukrzycowych i innych
chorob przewlektych. Cynk z kolei jest jednym z niezbednych pierwiastkow $ladowych
dla organizmu cztowieka. Ma dziatanie przeciwutleniajace, stabilizujace btone
komoérkows i jest szeroko zaangazowany W regulacje proliferacji komorek, synteze
biatek, odpowiedz immunologiczng oraz funkcje hormonalne i fizjologiczne.

N.__CHj

N

HO | %
OH
HoN
Rys. 1. Wzor czasteczki pirydoksaminy.

Odgrywa kluczowsa role W roznicowaniu, rozwoju i aktywacji limfocytéw T. Peni role
przekaznika odpowiadajacego za sygnaly zewnatrzkomérkowe poprzez regulacje zmian
jej wewnatrzkomorkowego stezeniu i hamuje uwalnianie czynnikow zapalnych poprzez
stymulowanie komoérek odpornosciowych [3]. Biologiczne znaczenie cynku
i pirydoksaminy oraz ich zachowanie na elektrodzie rteciowej zacheca do badan
elektrochemicznych z ich udziatem.

Cze$¢ eksperymentalna: Pomiary prowadzono przy uzyciu analizatora pAutolab Fra2
firmy Eco Chemie, w trojelektrodowym uktadzie z KER jako elektrodg pracujaca,
elektroda chlorosrebrowa z nasyconym NaCl jako elektroda odniesienia oraz spirala
platynowa jako elektroda pomocnicza. Naczynko pomiarowe bylo termostatowane.
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Badania prowadzono w temperaturze 25°C. Elektrode rteciowg CGMDE firmy MTM
Krakéw stosowano jako kapiaca (DME) lub wiszaca (HMDE). Do badan wykorzystano
elektrochemiczng spektroskopi¢ impedancyjna EIS, woltamperometri¢ cykliczng CV,
woltamperometri¢ fali prostokatnej (SWV) oraz polarografi¢ DC.

Do przygotowania roztworéw uzytych w badaniach wykorzystano odczynniki cz.d.a.:
pirydoksamine firmy Sigma, Zn(NOs3), oraz NaClO, firmy Fluka. Rol¢ depolaryzatora
pehity jony Zn(ll) (5,0x10° M Zn(NOs),), a funkcje elektrolitu podstawowego bufor
octanowy o pH=6. Jako katalizator analizowanego procesu elektrodowego zostala
zastosowana pirydoksamina w zakresie stezen: 7,0x10° M do 7x10%M. Wszystkie
roztwory przygotowywane byly bezposrednio przed pomiarem z wody oczyszczonej
w systemie Merck Milipore i odtleniane azotem przez 20 minut.

Wyniki: W celu jakosciowego okreslenia wplywu pirydoksaminy na kinetyke
elektroredukeji jonow cynku (II) na rtgci zarejestrowano woltamperogramy SWV dla
roztworu podstawowego niezawierajgcego witaminy oraz dla roztwordéw 0 jej wzrastaja-
cych stezeniach. Wybrane woltamperogramy pokazano na rys.2(A).
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Rys.2. Woltamperogramy SWV elektroredukeji jonow Zn(lIl) w buforze octanowym o pH=6 oraz w obecnosci
réznych ilosci pirydoksaminy (A). Na rys. (B) pokazano zalezno$¢ pradow pikow SWV w funkcji stezenia
pirydoksaminy.

Jak wynika zrys.2(B) wzrost stgzenia pirydoksaminy powoduje stopniowy wzrost
wysokosci pikow SWV (bezwzglgdna warto$¢ pradu piku) $wiadczacy o katalitycznym
wplywie witaminy na analizowany proces elektrodowy. Zachowanie takie obserwowane
jest wroztworach Cpirygoksaming<7,0x10* M. Dalszy wzrost stezenia witaminy B6
powoduje spadek wysokosci pikow. Niemniej jednak, zawsze s3 to wysokosci wigksze
od wysokos$ci piku odpowiadajacemu roztworowi podstawowemu. Podobne prawidio-
wosci mozna zaobserwowac rOwniez z analizy woltamperogramow CV (rys.3(A)).
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Rys.3. Wybrane woltamperogramy CV (A) oraz zalezno$¢ r6znicy potencjatow piku anodowego i katodowego
na woltamperogramach CV w funkcji stezenia pirydoksaminy (B) dla elektroredukcji Zn(1I) w buforze
octanowym o pH=6 w nieobecnosci i obecnosci pirydosaminy.

Warto$¢ rdznicy miedzy potencjatami piku anodowego i katodowego na woltampero-
gramach CV maleje ze wzrostem stezenia pirydoksaminy do ¢=7,0 x 10* M, by przy
dalszym wzroscie jej stgzenia przyjmowaé nieco wyzsze warto$ci AE. Nalezy nadmie-
ni¢, ze sg one zawsze nizsze od AE dla roztworu. Jest to kolejny dowdd na przyspiesza-
jace whasciwosci pirydoksaminy w kinetyce elektroredukcji Zn(ll).
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Rys.4. Wybrane widma EIS (A) oraz wyznaczone w oparciu 0 nie warto$ci minimalnej opornosci
aktywacyjnej R, w funkcji stezenia pirydoksaminy (B) dla elektroredukcji Zn(II) w buforze octanowym
0 pH=6 w nieobecnosci i obecnosci pirydosaminy.

W celu wyznaczenia standardowych statych szybkosci wszystkich uktadow eksperymen-
talnych wykonano pomiary EIS (przykltadowe na rys.4(A)). Zarejestrowane widma
postuzyly do wyznaczenia opornosci aktywacyjnej zwigzanej z reakcja elektrodows,
a nastepnie do obliczenia stalych szybkosci w funkcji potencjatu elektrody (rys. 4(A)).
Podobnie do wczes$niej wyciagnietych wnioskow, rowniez zmiany wartosci R, ze
wzrostem stezenia witaminy B6 $wiadczg 0 przyspieszaniu reakcji elektrodowej przez
pirydoksaming i 0 tym, Zze dynamika tej katalizy ulega zmianie.
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Rys.5. Logarytmiczne zalezno$ci statych szybkoscei elektroredukeji jonow Zn(1l) w w buforze octanowym
0 pH=6 w funkcji potencjatu elektrody w nieobecnosci i obecnos$ci pirydoksaminy (A) oraz zalezno$é

standardowych statych szybkosci ks w funkcji st¢zenia pirydoksaminy (B).
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Na podstawie zaleznosci Inke=f(E) przedstawionych na rys.5(A) oraz znajomosci
wartos$ci potencjatéw formalnych dla kazdego z analizowanych uktadow mozliwe byto
wyznaczenie wartosci standardowych statych szybkosci ks. Zostaly one pokazane na
rys.5(B). Charakteryzuja one doktadnie wptyw pirydoksaminy na kinetyke elektrowy-
dzielania cynku na rteci.

Whioski: Na podstawie zebranego materiatu do$wiadczalnego mozna okresli¢, ze
pirydoksamina katalizuje elektroredukcje Zn(II) na elektrodzie rteciowej w calym
zakresie analizowanych stezen. Odpowiedzialny za to jest kompleks aktywny tworzacy
si¢ na powierzchni elektrody pomigdzy zaadsorbowanymi czasteczkami witaminy
ajonami depolaryzatora. Utatwia on wymiane fadunku w czasie reakcji elektrodowej
[4]. Spadek zdolnosci przyspieszajacych pirydoksaminy obserwowany powyzej st¢zenia
7,0x10" M wynika zapewne ze zmiany stanu powierzchni elektrody i czesciowego jej
blokowania adsorbujgcymi si¢ czasteczkami witaminy.
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WPLYW STEZENIA WITAMINY B7 NA ZMIANE JEJ
WEASCIWOSCI KATALITYCZNYCH W PROCESIE
ELEKTRODOWYM Zn(I1)/Zn(Hg)

J. NIESZPOREK, D. GUGALA-FEKNER, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej,
Wydzial Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Analitycznej, pl. Marii
Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Przeprowadzone badania wskazuja na przyspieszajacy wptyw biotyny na
elektroredukcje jonéw Zn(Il) na elektrodzie rteciowej w roztworach cg<5x10™ M.
W bardziej stezonych roztworach witaminy kataliza nadal wystgpuje, ale traci na
intensywnosci (1x10° M < cg7 < 5%x10° M), az finalnie dochodzi do inhibicji procesu
elektrodowego (cg;=1x10° M). Wiasciwosci katalityczne witaminy B7 w zakresie jej
nizszych stezen sg efektem tworzenia si¢ na powierzchni elektrody kompleksu
aktywnego jon depolaryzatora-witamina B7. Dzigki temu zostaje ulatwiona wymiana
elektronéw podczas reakcji elektrodowej. Zmiana wpltywu witaminy na kinetyke
elektrowydzielania cynku na rtgci przy dalszym wzroscie jej stezenia wynika zapewne
ze zmiany stanu powierzchni elektrody.

Whprowadzenie: Do prawidtowego funkcjonowania organizmu cziowiek potrzebuje
wystarczajacej ilosci witamin, mineratow i pierwiastkow $ladowych. Taki stan mozliwy
jest dzieki zbilansowanej diecie, ale rowniez dzigki jej suplementacji. Potgczenie cynku
i witaminy B7 moze by¢ bardzo pomocne w uzyskaniu silnego wzrostu wtosow,
szybkiego gojenia si¢ ran i efektywnej odnowy komoérkowej. Nalezy podkresli¢, ze
witamina B7 jest niezb¢dnym koenzymem wykorzystywanym przez rodzing enzymow
biotynowych do wigzania, przenoszenia i usuwania CO,. Ciekawe jest to, ze nie zawiera
nukleotydu, a zatem nie moze wigza¢ RNA, co jest wazng cechg W $wiecie kwasow
nukleinowych. Powoduje najsilniejsza znang niekowalencyjng interakcje czasteczka-
biatko, z wyjatkiem mozliwych interakcji z udziatem kofaktorow metali. Femtomolowe
i pikomolowe wigzanie biotyny odpowiednio z awidyna i streptawidyng jest bardzo
istotne w projektowaniu lekéw [1]. Z kolei cynk jest niezbednym pierwiastkiem
Sladowym i waznym przeciwutleniaczem, ktory utrzymuje integralno$¢ funkcji
komoérkowych organizmu. Pelni réwniez funkcje przeciwzapalne i regulujace metabo-
lizm [2]. Z punktu widzenia badan elektrochemicznych jest on bardzo ,,wdzigcznym”
depolaryzatorem ze wzgledu na jego quasiodwracalng redukcje na rteci. Daje to
mozliwo$¢ obserwacji zmian kinetyki reakcji zarowno w kierunku jej inhibicji jak
i przyspieszania. Dodatkowg zaletg jest fakt, ze powstaty w wyniku redukcji cynk tatwo
tworzy amalgamat z rtecig. Ponadto jony Zn(ll) wobecnosci réznych adsorbatow
organicznych na og6t nie ulegajg indukowanej adsorpcji [3]. Pozwala to na uniknigcie
zbyt skomplikowanych uktadéw eksperymentalnych. Pamigtajac 0 istotnej roli zard6wno
cynku jak i witaminy B7 w prawidlowym funkcjonowaniu organizmu oraz zwazywszy
na fakt, ze powierzchnia rteci jest hydrofobowa podobnie jak powierzchnia blony
komorkowej oraz ze wartosci potencjatow elektrody rtgciowej sa zblizone do tych na
btonach komoérkowych wydaje sig, ze wybrane do pomiaréow uklady sa atrakcyjne.
Mozna je traktowaé jako modelowe dla rzeczywistych wystepujacych na granicy blon
biologicznych.
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Cze$¢ eksperymentalna: Pomiary wykonano wykorzystujac analizator elektrochemicz-
ny pAutolab firmy Eco Chemie (Holandia), w trojelektrodowym uktadzie: kapiaca
elektroda rteciowa (elektroda pracujaca), elektroda chlorosrebrowa z nasyconym NaCl
(elektroda odniesienia) i spirala platynowa (elektroda pomocnicza). Elektroda rteciowa
z kontrolowang powierzchnia kropli (CGMDE) zostala wykonana przez MTM
w Krakowie iuzywana byla jako kapigca (DME) lub wiszaca (HMDE) Pomiary
wykonywano w termostatowanym naczynku w temperaturze 25 °C, w buforze
octanowym o pH=6,0 jako elektrolicie podstawowym. Role depolaryzatora petity jony
cynku (producent Aldrich), ktérych stezenie wynosito 5,0x10™ M. Substancja zmieniaja-
ca kinetyke rozpatrywanej reakcji elektrodowej byta witamina B7 (producent Sigma).
Analizowane roztwory przygotowano bezposrednio przed pomiarem ze S$wiezo
demineralizowanej, w systemie Merc Milipore, wody. Do odtleniania roztworow
uzywano azotu, ktory wstgpnie przepuszczano przez ptuczki z wodg demineralizowang.
W czesci eksperymentalnej wykorzystano woltamperometri¢ fali prostokgtnej SWV,
woltamperometri¢ cykliczng CV, polarografi¢ statopradowg DC oraz elektrochemiczng
spektroskopie impedancyjng EIS.

Wyniki: Przeprowadzone badania majg na celu okre$lenie wptywu witaminy B7 na
kinetyke elektroredukcji jonéw Zn(II) na elektrodzie rteciowej.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze W zaleznosci od zakresu
stosowanych stezen witaminy B7 jest ona albo Kkatalizatorem albo inhibitorem
analizowanego procesu. W zakresie najnizszych stosowanych stezen Cg7<5x10™*M
przyspiesza elektrowydzielanie cynku na rteci. Swiadczy 0 tym: wzrost wysokosci
pikow SWV w stosunku do tej uzyskanej w nieobecno$ci witaminy (rys. 1A) oraz
spadek odlegtosci pomigdzy pikami anodowym i katodowym (rys.1B) i wartosci
opornosci R, ponizej warto$ci wyznaczonej W roztworze podstawowym (rys.1C).
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Rys.1. Warto$ci: pradow piku SWV (A), roznicy potencjatéw piku anodowego i katodowego na woltampero-
gramach CV (B) oraz minimalnej oprno$ci aktywacyjnej wyzmaczone na podstawie widm EIS (C) dla
elektroredukcji Zn(ll) w buforze octanowym o pH=6 w funkcji stezenia witaminy B7. Linig przerywana
zaznaczono odpowiednie warto$ci w roztworze podstawowym w nieobecnosci witaminy.

W zakresie stezen 1x107° M < cg; < 5x10°% M efekt przyspieszania spada, ale nadal jest
obecny. Wysokos¢ pikéw SWYV jest wcigz wigcksza od tej odpowiadajacej roztworowi
depolaryzatora (zaznaczona na rys.1 linig przerywang), a wartosci AE mniejsze.
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Przy najwyzszym z zastosowanych stezen witaminy B; 1x1072M wysoko$¢ pikow SWV
jest mniejsza, a warto$ci AE i R, wigksze od wartoéci odpowiadajacych roztworowi
podstawowemu. Obserwuje si¢ wowczas inhibitujacy wplyw biotyny na analizowany
proces elektrodowy. Ta jako$ciowa ocena wplywu witaminy na kinetyke elektrowydzie-
lania cynku na rtgci znajduje swoje potwierdzenie W zmianach wartosci wyznaczonych
standardowych statych szybkosci pierwszego i drugiego etapu tego procesu (Tabela 1).

Tabela 1. Wartosci etapowych standardowych statych szybkosci elektroredukeji 5x10° M Zn(I1) w buforze
octanowym o pH=6 oraz w obecnosci réznych ilo§ci witaminy B7.

cer[M] | 0 | 5x10° | 1x10° | 5x10° | 1x10™ | 5x10™ | 1x10® | 5x10° | 1x107
3
10°ka |\ 66p | 716 | 741 | 1279 | 1527 | 1703 | 1116 | 728 | 374
[cmis]
107K
[crvs) | 809 | 853 | 910 | 1382 | 1605 | 2049 | 1633 | 830 | 595

Uzyskane w wyniku pomiaréw EIS dane pozwolity na obliczenie statych szybkosci
elektroredukcji jonow cynku w funkcji potencjatu elektrody, a nastepnie wyznaczenie
wartosci standardowych statych szybkosci pierwszego i drugiego etapu elektrowydziela-
nia cynku na rteci. Jak mozna si¢ bylo spodziewaé w zakresie nizszych stezen witaminy
B7 wartosci standardowych statych szybko$ci zarowno pierwszego jak i drugiego etapu
rosg (Tabela 1).

Ponadto mozna zauwazy¢, ze zar6wno W nieobecnosci jak i obecnosci witaminy B7
pierwszy etap elektoredukcji jest wolniejszy od drugiego.

Nieznaczne zmiany warto$ci odwracalnych potencjalow potfali i potencjatéw formal-
nych (rys.2) pozwalajg wnioskowaé, ze w analizowanych roztworach nie tworzg sie
trwate kompleksy witaminy B7 z cynkiem. Niemniej jednak w specyficznych warunkach
jakie panujg na powierzchni elektrody taki nietrwaly kompleks tworzy si¢ i ulatwia
wymiane tadunku w czasie reakcji elektrodowej [4-6].

Z kolei za inhibitujgcy wptyw biotyny przy jej najwyzszym stosowanym stgzeniu moze
odpowiada¢ blokowanie powierzchni elektrody adsorbujacymi si¢ na niej czasteczkami
witaminy B7 [7].
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Rys.2. Warto$ci odwracalnych potencjatow potfali E'y, (@)i potencjatow formalnych E% (A) elektroredukcji
Zn(11) w buforze octanowym o pH=6 w funkcji st¢zenia witaminy B7. Linig przerywang zaznaczono wartos¢
E'y, a linig kropkowang warto$¢ E% w roztworze podstawowym w nieobecnosci witaminy.
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Whioski: Przeprowadzone badania wptywu witaminy B7 na kinetyke elektroredukcji
jondow cynku na rtgci W roztworze buforu octanowego o pH=6 jednoznacznie dowodza
zarowno jej katalitycznego dziatania W obszarze stezen ponizej 5x10° M jak
i inhibitujacego przy najwyzszym z zastosowanych stezen witaminy 1x107? M. Nalezy
zauwazy¢, ze przyspieszajace zdolnosci witaminy B7 spadaja po osiagnigciu przez nig
stezenia 5x10™ M, niemniej jednak nadal jest ona katalizatorem elektrowydzielania
cynku na rtgci. Za zmiang wilasciwosci katalitycznych witaminy B7 ze zmiang jej
stezenia odpowiada zapewne z jednej strony stan powierzchni elektrody, a z drugiej
sktad akwakompleksu Zn(IT) i Zn(l).
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POTENCJAL BIOANALITYCZNY FOTOZSZYWANIA
Z UDZIALEM OLIGONUKLEOTYDOW ZNAKOWANYCH
5-FLUORO-2’-O-METYLO-4-TIOURYDYNA

J. NOWAK-KARNOWSKA, W. GRACZYK, A. DEMBSKA, Uniwersytet im.
A. Mickiewicza w Poznaniu, Wydzial Chemii, Zaklad Chemii Bioanalitycznej,
ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614 Poznan.

Abstrakt: Otrzymano sonde, W postaci oligonukleotydu zawierajacego 5-fluoro-4-
tiourydyne, opartg na sekwencji komplementarnej do fragmentu genu E6 wirusa HPV16.
Przeprowadzono testy selektywnosci sondy w reakcji fotozszywania z fragmentem DNA
0 sekwencji pochodzacej z wirusa HPV16 oraz z oligonukleotydami zawierajacymi
mutacje punktowe i z fragmentami DNA o sekwencji hiekomplementarne;j.

Whprowadzenie: Sondy DNA zawierajace modyfikacje W postaci czynnikow zszywaja-
cych moga stuzy¢ m.in. do badania, wykrywania i identyfikacji wybranych fragmentéw
kwasoéw nukleinowych petnigcych role biomarkerow [1-3]. 5-Fluoro-4-tiourydyna (FSU)
nalezy do czynnikéw fotozszywajacych, poniewaz pod wplywem promieniowania
elektromagnetycznego (hv>300 nm) ulega charakterystycznej reakcji zszywania
z tymidyna, prowadzacej do otrzymania fotoadduktu o wiasciwosciach fluorescencyj-
nych (Amx=460 nm) [4]. Wprowadzenie FSU do fragmentu DNA skutkuje, po
selektywnym wzbudzeniu promieniowaniem UVA, otrzymaniem fluorescencyjnego
miedzyniciowego produktu fotozszywania. Dotychczas przebadano szereg oligonukleo-
tydow znakowanych FSU ustalajac sekwencyjng zalezno$¢ reakcji fotozszywania
z tymidyng w nici komplementarnej [5]. Ponadto wyizolowane fotoaddukty zostaty
zanalizowane za pomoca spektrometrii mas 0raz stacjonarnej i czasowo-rozdzielczej
spektroskopii  fluorescencyjnej. Ostatnio przeprowadzone badania wskazuja na
mozliwo$¢ wykorzystania oligonukleotydow znakowanych FSU do wykrywania DNA
o0 okreslonej sekwencji (rys.1).

SONDA

N. /| Mem460nm

TARGET
Rys.1. Schemat reakcji miedzyniciowego fotozszywania pomig¢dzy sonda zawierajaca
5-fluoro-2’-O-metylo-4-tiourydyne i badanym fragmentem DNA.

Czes¢ eksperymentalna: Oligonukleotyd sonda FSU zostatl zsyntetyzowany metoda
amidofosforynowa na podlozu statym z uzyciem migkkich blokad na syntetyzerze K&A
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H-8 wedlug wczeéniej opracowanej metody syntezy [6]. Oligonukleotyd po syntezie
zostal oczyszczony na kolumnie NAP oraz za pomoca HPLC Waters Breeze na
kolumnie Waters XBridge Oligonucleotide BEH C18 OBD Prep Column, 1304, 2,5um,
10x50 nm. Pozostate oligonukleotydy zakupiono w firmie Genomed (Polska)
i zastosowano bez dalszego oczyszczania. Masa sondy FSU zostala potwierdzona
w oparciu 0 widmo MALDI TOF. Stezenia oligonukleotydow okre$lono przy A=260 nm
w 85 °C, przyjmujgc opublikowane wartoéci € dla poszczegdlnych nukleotydow, dla
sondy FSU przyjeto & dla nukleotydu FSU=dU. Temperatury topnienia dupleksow
wyznaczono dla 2mM stezen oligonukleotydow w 0,1 M buforze fosforanowym
0 pH=7,5. Do naswietlan przygotowano probki oligonukleotydow w 0,1 M buforze
fosforanowym o pH=7,5 o stezeniach 10 mM sondy FSU i 12 mM nici komplementarnej
i naswietlano mikroptytke¢ z roztworem dupleksu przez 10 min  w temperaturze
pokojowej laserem potprzewodnikowym Coherent Genesis CX 355 nm, moc 80 mW.
Roztwory duplekséw analizowano przed i po na$wietlaniu mierzac emisje fluorescencji
przy Ayzpy=370 nm za pomocg czytnika ptytek TECAN Infinite M200 oraz za pomoca
HPLC, na kolumnie Agilent AdvanceBio Oligonucleotides, warunki analizy: gradient od
100% fazy ado 60% fazy a i40% fazy B przez 40 min., przeptyw 0,25 ml/min
w temperaturze 40 °C, A= 0,1M TEAA, B=80% ACN, 0,1M TEAA.

Wyniki: W Tabeli 1 przedstawiono sekwencje badanych oligonukleotydow.

Tabela 1. Sekwencje badanych oligonukleotydow i temperatury topnienia badanych dupleksow.

Oligonukleotyd Sekwencja Tm dupleksu z sondg | T, dupleksu z sonda
FSU przed naswietla- FSUpo
niem [°C] nas$wietlaniu [°C]

sonda FSU GCdUCdUGdUGCAFSUA
oligo HPV TTATGCACAGAGC 50,4 84,8
niekomp. 10 TTAGTATAGTGAG -
niekomp. 7 TTATGCGTGAGAT - -

PM2 TCATGCACAGAGC 51,3 84,3

PM3 TTGTGCACAGAGC 48,9 83,4

gdzie: AT,+0,5°C czcionkg pogrubiong zaznaczono nukleotydy ulegajace reakcji fotozszywania, czcionkg
podkreslong oznaczono fragmenty komplementarne z sonda FSU

Sekwencja oligo HPV stanowi fragment genu E6 wirusa HPV16. W oparciu o te
sekwencje zaprojektowano sonde FSU, w ktorej tymidyny zastapiono 2’-deoksyurydyna
w celu eliminacji konkurencyjnej reakcji wewnatrzniciowego fotozszywania. Sonda jest
krotsza od badanych fragmentow DNA, gdyz z wczesniej prowadzonych badan wynika,
ze najbardziej wydajne i selektywne fotozszywanie zachodzi z tymidyna na koficu 5’
(pogrubiona czcionka) sgsiadujaca z fragmentem TAT komplementarnym do A(FSU)A.
Wybrano tez sekwencje W polowie komplementarng (niekomp.7) oraz sekwencje
zawierajagce mutacje punktowe (PM2 iPM3). Sekwencja niekomp. 10 posiada tylko
3 nukleotydy komplementarne, wtym tymidyn¢ mogaca uczestniczyé W reakcji
fotozszywania z FSU.

Metoda spektrofotometryczng wyznaczono temperatury topnienia duplekséw utworzo-
nych z sonda FSU przed i po naswietlaniu (Tabela 1). Na rys.2 przedstawiono wybrany
profil topnienia dla dupleksu sonda FSU: oligo HPV. Dla wszystkich oligonukleotydow
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tworzacych dupleksy zsonda FSU (oligo HPV, PM2, PM3) zaobserwowano po
naswietlaniu druga temperatur¢ topnienia powyzej 80°C, co potwierdza utworzenie
migdzyniciowego produktu fotozszywania W kazdym z badanych dupleksow.

= = przed -
—po P
naswietlaniu ’

A 260nm

Temperatura [°C]
Rys.2. Profil topnienia dla dupleksu sonda FSU: oligo HPV przed i po naswietlaniu.

Na podstawie przeprowadzonych analiz HPLC badanych uktadow przed i po naswietla-
niu potwierdzono catkowite przereagowanie sondy FSU w przypadku dupleksow z oligo
HPV, PM2 i PM3.

Zmierzono fluorescencje wszystkich badanych oligonukleotydéw w obecnosci sondy
FSU przed ipo na$wietlaniu. Otrzymano widma fluorescencji charakterystyczne dla
fotoadduktu powstajagcego W reakcji FSU 2z T. Porownano powierzchnie pikow
odpowiadajacych produktowi miedzyniciowego fotozszywania otrzymanych po analizie
HPLC z detekcjg fluorescencji (Ay=370 nm) (rys.3) izaobserwowano najwickszy
sygnal dla dupleksu sonda FSU: PM2, ktéry zawieral C naprzeciwko FSU
i charakteryzowal si¢ najwyzsza temperaturg topnienia.
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Rys.3. Zalezno$¢ pola powierzchni piku odpowiadajacemu produktowi fotozszywania (detekcja fluorescencji)
po naswietlaniu badanych oligonukleotydow w obecno$ci sondy FSU od ich sekwencji.

Whioski: Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano potencjat bioanalityczny
oraz selektywnos$¢ sondy FSU w reakcji z fragmentami DNA o sekwencji komplemen-
tarnej. Dla oligonukleotydu z mutacja punktowa, ktéra znajdowata si¢ obok T uczestni-
czacej W reakcji fotozszywania z FSU zaobserwowano najwickszg emisje, podczas gdy
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zastapienie a przez G bedacej naprzeciwko FSU skutkowalo mniejsza stabilno$cia
dupleksu oraz mniejszg intensywnoscig fluorescencji takiego uktadu.
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WYKORZYSTANIE CYKLODEKSTRYN
W ELEKTROANALIZIE WYBRANYCH LEKOW
PRZECIWGRZYBICZYCH

K. MIELECH-LUKASIEWICZ, Uniwersytet w Biatymstoku, Wydziat Chemii,
Katedra Chemii Analitycznej i Nieorganicznej, Zaktad Analiz Farmaceutycznych
i Zywnosci, ul. Ciotkowskiego 1K, 15-245 Biatystok.

Abstrakt: Przedstawiono wyniki badan dotyczace wykorzystania cyklodekstryn do
modyfikacji elektrody diamentowej domieszkowanej borem (BDD) i zastosowania tak
przygotowanej elektrody do oznaczania wybranych lekéw przeciwgrzybiczych.
Badaniami objeto najbardziej popularne obecnie zwigzki tj. terbinafina
i cyklopiroksolamina. Badania uwzglednialy okreslenie warunkéw  modyfikacji
elektrody BDD oraz wyznaczenie parametrow analitycznych proponowanych procedur.
Pomiary wykonywano technikg woltamperometrii zmiennopragdowej prostokatnej
(SWV), a opracowane metody zostaty wykorzystane do oznaczania badanych zwigzkow
w preparatach farmaceutycznych.

Whprowadzenie: Cyklodekstryny sa to cykliczne oligosacharydy ztozone ze zréznico-
wanej liczby jednostek o-D-glukopiranozydowych  polaczonych  wigzaniami
a-1,4-glikozydowymi. Jedng z ich wlasciwosci jest zdolno$¢ do tworzenia kompleksow
inkluzyjnych, w ktorych niepolarna cze$¢ czasteczki ,,goscia” wnika do wneki
cyklodekstryny (,,gospodarza”) [1-3]. Unikalne wiasciwos$ci cyklodekstryn sprawity, ze
znalazty one szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym, kosmetycznym,
farmaceutycznym czy chemicznym. Zwigzki te sa réwniez przedmiotem intensywnych
badan elektrochemicznych, obejmujacych zarowno ich zachowanie w homogenicznym
roztworze, jak i w cienkich btonach przytwierdzonych do elektrod. Mozliwo$¢ tworzenia
kompleksow inkluzyjnych z odpowiednimi substancjami nieorganicznymi, organiczny-
mi, obojetnymi i jonowymi doprowadzita do zaprojektowania elektrod modyfikowanych
elektrochemicznie z wykorzystaniem cyklodekstryn. Efekt modyfikacji cyklodekstryna-
mi poprawia kinetyke procesu elektrodowego oraz zwicksza akumulacje analitu na
powierzchni. W konsekwencji przyczynia si¢ do wigkszej czutosci elektrody. Elektrody
takie wykazujg dobrg stabilno$¢, powtarzalno$¢, silng adhezje imaja wiecej miejsc
aktywnych [2-4]. Do oznaczania zwigzkéw chemicznych przy pomocy elektrod
modyfikowanych cyklodekstrynami, stosowano rowniez dodatki innych substancji, np.:
nanorurki weglowe czy grafit. Cyklodekstryny mozna taczy¢ tez z polimerami, takimi
jak, chitozan, nafion, polianilina czy polipirol poprzez wiazania kowalencyjne
z monomerem lub osadzanie w matrycy polimerowej. Polipirol moze by¢ dodatkowo
przetleniany, co powoduje utrate przewodnictwa i domieszki, ale wykazuje wlasciwosci
kationowymienne i dziata na zasadzie sita molekularnego [5]. Do badan wykorzystywa-
ne sa tez rozne materialy elektrodowe, takie jak elektroda z wegla szklistego, czy
sitodrukowana elektroda weglowa. Ze wzgledu na szereg zalet coraz czgsciej stosowa-
nym materialem elektrodowym jest elektroda diamentowa domieszkowana borem
(BDD). Charakteryzuje si¢ ona szerokim zakresem potencjalow, niskim i stabilnym
pradem tla, co skutkuje wyzsza czulodcig inizszymi granicami wykrywalnosci oraz
stabilnoscig elektrochemiczng zardwno W $rodowisku alkalicznym, jak i kwasowym.
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W badaniach dokonano analizy procesu elektroutleniania wybranych lekow przeciw-
grzybiczych- cyklopiroksolaminy i terbinafiny (rys.1) w obecnosci cyklodekstryn
dodawanych do roztworu oraz podczas modyfikacji elektrody BDD. Do modyfikacji
elektrody diamentowej domieszkowanej borem, poza cyklodekstrynami, wykorzystano
polimer przewodzacy - polipirol. Jest on szeroko stosowany w elektroanalizie, co
W duzej mierze wynika ztatwosci jego otrzymywania, wzglednej stabilnosci oraz
szerokiego zakresu zastosowan. Celowe zatem bylo wykorzystanie wlasciwosei
kompleksujacych cyklodekstryn w przewodzacym s$rodowisku polimerowym, jako
sposob na modyfikacje powierzchni elektrody BDD.

9H3 H CH3 CHs

NJYZ—QCHg A

N

CHj | L HO\/\NH2
H N e

solls 5

Terbinafina Cyklopiroksolamina
Rys.1. Wzory strukturalne badanych zwiazkow przeciwgrzybiczych.

Czes¢ eksperymentalna: Badania prowadzono na elektrodzie BDD poprzez dodatek
cyklodekstryn do roztworéw zawierajacych analizowane zwigzki przeciwgrzybicze oraz
poprzez modyfikacje¢ elektrody BDD wybranymi cyklodekstrynami oraz polipirolem.
Modyfikacj¢ elektrody pracujacej wykonywano rowniez W nieobecnosci CD aby oceni¢
wpltyw poszczegolnych czynnikéw na proces modyfikacji. Do badan uzyto
B-cyklodekstryng (B-CD), 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryne (2HB-CD), sulfonowang
B-cyklodekstryng (SB-CD) oraz y-cyklodekstryne (y-CD). Proces modyfikacji uwzgled-
nial optymalizacje elektrolitu podstawowego, wplyw uzytego stgzenia pirolu oraz
analize liczby cykli modyfikacji. Kolejnym etapem byta analiza rodzaju stosowanej
cyklodekstryny na wartosci rejestrowanych pradéow oraz dobor stezenia zastosowanej
CD. Nastepnym etapem byto badanie wptywu szybkosci polaryzacji oraz okreslenie
charakteru rejestrowanych pradéw. Po ustaleniu warunkéw modyfikacji otrzymane
elektrody wykorzystano do analizy wybranych zwiazkow przeciwgrzybiczych. Krzywe
uzyskane na tak modyfikowanych elektrodach dawaty duze prady, dlatego tez zastoso-
wano etap przetlenienia warstwy polipirolowej, w s$rodowisku 0,1 mol/L NaOH,
wyznaczajac odpowiednig liczbg cykli. W optymalnie dobranych warunkach pomiaro-
wych, na elektrodach modyfikowanych polipirolem i cyklodekstrynami przeprowadzono
badania elektroutleniania w/w zwigzkoéw  z wykorzystaniem  woltamperometrii
cyklicznej. Do ich elektrochemicznego oznaczania wykorzystano czulg technike -
woltamperometrie zmiennopradowa prostokgtng (SWYV). Okreslono zakresy liniowe
krzywych kalibracyjnych oraz precyzj¢ prowadzonych pomiaréw. Opracowane
procedury wykorzystano do praktycznego oznaczania wybranych analitow
w preparatach farmaceutycznych.

Wyniki: Wyniki uzyskane na modyfikowanej elektrodzie BDD wykazaty, ze najwyzsze
wartosci rejestrowych pradow uzyskano dla cyklopiroksolaminy w obecnosci B-CD oraz

dla terbinafiny w obecnosci y-CD. Uzyskane wartosci pradow na tak przygotowanych
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elektrodach wykazaly wzrost warto$ci rejestrowanych pradéw, w poréwnaniu do
wartos$ci uzyskanych na elektrodzie modyfikowanej tylko przetlenionym polipirolem
oraz czystej elektrodzie BDD. W przypadku sulfonowanej B-CD oraz
2-hydroksypropylo-B-CD nie zaobserwowano tego efektu. Przeprowadzone badania
pozwolity stwierdzi¢, ze rejestrowane prady maja charakter dyfuzyjny. Swiadcza o tym
warto$ci wspotezynnikow determinacji uzyskanych krzywych zaleznoéci pradu piku od
pierwiastka z szybkos$ci skanowania. Podobnie wartosci parametru nachylenia krzywych
w uktadzie logarytmicznym sa zblizone do wartosci teoretycznej dla pradow dyfuzyj-
nych, czyli 0,5. Badania zaleznosci pradu piku od stezenia wykorzystano do wyznacze-
nia krzywych wzorcowych. Odpowiedz liniowa dla terbinafiny uzyskano w zakresie
stezefi od 7,04x10® do 9,09x107 mol/L, a w przypadku cyklopiroksolaminy od 6,02x10°®
do 6,02x10"° mol/L. Uzyskane granice wykrywalnosci wynosity odpowiednio 2,11x10°*
i 1,81x10°° mol/L. Opracowane metodyki badawcze z powodzeniem wykorzystano do
oznaczania w/w zwigzkoéw w preparatach farmaceutycznych uzyskujac wartosci odzysku
w zakresie 97,4-102,2 %.

Whioski: Modyfikacja elektrody BDD polipirolem oraz CD podwyzsza wartosci
rejestrowanych  pradow, co0 wynika ztworzenia kompleksow inkluzyjnych
i selektywnego zat¢zania analitu na powierzchni elektrody pracujacej. Rézny rozmiar
pierScienia, hydrofobowo$¢ wneki cyklodekstryny czy wielkosci czasteczek, maja
istotny wplyw na wlasciwosci kompleksujace CD. Opracowane metody
z zastosowaniem elektrody modyfikowanej polipirolem i cyklodekstrynami umozliwity
obnizenie zakresu stezen oznaczanych zwigzkéw, co wplyngto na wzrost czulosci
proponowanych procedur, w poréwnaniu Z warto$ciami uzyskiwanymi na niemodyfiko-
wanych elektrodach BDD [6,7]. Zaproponowane metody wpisujg sie w aktualny trend
zielonej chemii ipozwalajg na wykorzystanie alternatywnych, czutych imniej
czasochtonnych metod stuzacych do oznaczania wybranych zwigzkow.

Badania zostaly sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki wramach projektu nr
2019/03/X/ST4/02089
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ANALIZA RUFINAMIDU METODA CHROMATOGRAFII
CIENKOWARSTWOWEJ Z DETEKCJA
DENSYTOMETRYCZNA (TLC-UV)

B. PAW! J. ZASADNIA!, A. SKRZYPEK? J. MATYSIAK? !Uniwersytet
Medyczny, Wydzial Farmaceutyczny, Katedra i Zaklad Chemii Lekéw, ul. Jaczewskie-
go4, 20-090 Lublin, “Uniwersytet Przyrodniczy, Wydzial Nauk 0 Zywnosci
i Biotechnologii, Katedra Chemii, ul. Akademicka 15, 20-950 Lublin.

Abstrakt: Rufinamid nalezy do lekéw przeciwpadaczkowych. Opracowano warunki
oznaczania rufinamidu metoda TLC z detekcja densytometryczna uzywajac plytek
chromatograficznych HPTLC z zelem krzemionkowym, eluentu 0 sktadzie: octan etylu —
chloroform - metanol (7: 2: 1; v/v), detektora UV przy dtugosci fali A = 215 nm oraz
nitrazepamu jako wzorca wewnetrznego. Oceniono liniowo$¢ metody, specyficznosc,
precyzj¢, doktadno$¢ oraz wyznaczono granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci
(LOQ) analitu.

Whprowadzenie: Rufinamid jest lekiem przeciwpadaczkowym Il generacji, pochodna
triazolu (rys.1). Padaczka (epilepsja) to jedna z najczestszych chorob uktadu nerwowego
charakteryzujaca si¢ napadami polegajacymi na naglym i przejSciowym pojawieniu si¢
objawow ruchowych, wegetatywnych lub psychicznych wynikajacych z chwilowego
zaburzenia czynnoS$ci osrodkowego uktadu nerwowego. Obecnie ok. 50 min diagnoz na
catym $wiecie wskazuje na opisywane schorzenie. Glownym celem leczenia padaczki
jest jak najwicksze ograniczenie jej napadow, przy jednoczesnej eliminacji skutkdéw
ubocznych, wynikajacych z zastosowanej farmakoterapii, ktore W znaczny sposob
redukujg komfort zycia pacjentow. U 70% pacjentow uzyskuje si¢ dobrg kontrole
napadu, stosujgc odpowiednig terapie lekami przeciwpadaczkowymi ii Il generacji.
Pozostate 30% chorych to grupa osob z padaczka lekooporna [1]. Cigzka postacia
epilepsji wczesnego wieku dziecigcego jest zespot Lennoxa-Gastauta, w przypadku
ktérego pacjent doswiadcza powtarzajacych si¢ napaddéw padaczkowych réznych typow.
Napady wystepuja miedzy drugim a széstym rokiem zycia. Czgéciej zapadaja na niego
chtopey niz dziewczeta w wieku przedszkolnym. Poczatek choroby najcze$ciej zwiastuje
uogodlniony napad drgawkowy lub drgawki goraczkowe, rzadziej, napad nie§wiadomo-
$ci. W pozniejszym stadium pojawiajg sie napady miokloniczno — toniczne. Zespot
Lennoxa-Gastauta jest jednym z najbardziej ztozonych zaburzen padaczkowych do
kontrolowania. Leczenie zespotu Lennoxa-Gastauta jest utrudnione ze wzgledu na wiek
chorujacych dzieci oraz liczne przypadki napadéw opornych na leczenie farmakologicz-
ne lekami przeciwpadaczkowymi [2,3]. Lekiem stosowanym w terapii napadow
padaczkowych, zwigzanych z zespolem Lennox-Gastauta, jest rufinamid. Mechanizm
jego dziatania polega na przedluzaniu stanu inaktywacji zaleznych od potencjatu
kanatlow sodowych. Ponadto lek ogranicza wystepujace z duza czestoscia i dtugo
utrzymujace si¢ wyladowania elektryczne W neuronach zalezne od jondéw sodowych
(rys.1). Rufinamid nie wptywa na monoaminy, acetylocholing, histaming, glicyng oraz
na receptory AMPA, NMDA czy GABA [4]. Po podaniu doustnym rufinamid charakte-
ryzuje si¢ dobrg biodostepnoscia, wynoszaca okoto 85%. Maksymalne stezenie w 0soczu
lek osigga po okoto 5-6 godzinach. Rufinamid w matym stopniu wigze sie z biatkami
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osocza, ok. 24%. Biologiczny okres pottrwania po pojedynczej dawce wynosi
6-10 godzin. Rufinamid jest w znacznym stopniu metabolizowany w watrobie poprzez
hydroliz¢ grupy karboksyamidowej. Wydalany jest w 85% z moczem, a 2% leku jest
wydalane w postaci niezmienionej [5]. W terapii rufinamid jest stosowany w postaci
tabletek oraz zawiesiny doustnej.

Nowe procedury analityczne moga by¢ wykorzystane w Kontroli jakosci lekoéw
i preparatow farmaceutycznych oraz w badaniach trwatosci lekow.

-~ F
|,/‘,\‘\\> P T ;N\L 0

Propagated { ) /4

action potential N N j\.
Excitatory T NHz
presynaptic Fo
terminal Rufinamid

Voltage-gated
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%, Na Na* (G229

Rys.1. Mechanizm dziatania i budowa chemiczna rufinamidu.

Cze$¢ eksperymentalna: Przeprowadzono optymalizacj¢ warunkéw do analizy
iloSciowej rufinamidu metoda chromatografii cienkowarstwowej TLC. Ustalono rodzaj
fazy stacjonarnej, sktad jakosciowy i iloSciowy fazy ruchomej, wzorzec wewnetrzny,
dystans rozwijania, technik¢ rozwijania, dtugos¢ fali detektora. Chromatogramy po
rozwinigeiu i Wysuszeniu w temperaturze pokojowej poddawano analizie densytome-
trycznej za pomoca Densytometru CD60 Desaga Heidelberg (Niemcy) z programem
sterujacym "ProQuant" wersja 2.03. Badania wykonano uzywajac ptytek chromatogra-
ficznych HPTLC z zelem krzemionkowym, eluentu 0 sktadzie: octan etylu — chloroform
- metanol (7: 2: 1; v/v), detektora UV przy dtugosci fali A=215 nm oraz nitrazepamu jako
wzorca wewnetrznego. Chromatogramy rozwijano technikg horyzontalng na odlegtos¢
9 cm w komorach typu DS |1 produkcji Chromdes Lublin (Polska). Wykonano badanie
liniowo$ci metody, wyznaczono precyzje metody W ciggu dnia i precyzje miedzydniowa,
doktadno$¢ metody analizujagc mieszaniny modelowe, specyficzno$¢ oraz granice
wykrywalno$ci i oznaczalnoéci analitu.

Wyniki: Opracowany do analizy rufinamidu metodg TLC uktad: zel krzemionkowy
wysokosprawny — octan etylu — chloroform — metanol (7:2:1, v/v/v) zapewnia dobre
rozdzielenie rufinamidu i wzorca wewnetrznego - nitrazepamu; hRf odpowiednio:
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66 i 78. Na densytogramie obserwowano pojedyncze, symetryczne, rozdzielone do linii
podstawowej piki (rys.2). Zastosowanie standardu wewn¢trznego pozwala wyelimino-
waé niekorzystny wpltyw réznych czynnikow, ktére w podobny sposdb powinny
oddziatywac¢ na zachowanie si¢ obu chromatografowanych substanc;ji.

Oznaczenie wykonano w zakresie stezen 0,2-4,0 pg rufinamidu/plamke uzyskujac
bardzo dobra korelacje r>999. Krzywa kalibracyjng jako zalezno$¢ stosunku pola
powierzchni pikéw rufinamidu do pola powierzchni pikow nitrazepamu od zawarto$ci
rufinamidu w plamce opisano réwnaniem y = 0,522077 (+£0,005089) x + 0,128361
(£0,011444).

R N

Rys.2. Densytogram roztworow kalibracyjnych. Piki odpowiadaja st¢zeniom rufinamidu (R): 0,2; 0,4; 0,8; 1,6;
2,4; 3,2; 4,0 pg/plamke (linie 1-7) oraz 0,6 pg/plamke nitrazepamu (N).

Oceniono specyficzno$¢ metody analizujac proby zawierajace mozliwe interferenty
i rufinamid oraz na podstawie testow degradacji analitu pod wplywem rdéznych
czynnikoéw stresogennych. W oznaczaniu rufinamidu wobec nitrazepamu nie przeszka-
dzaja gabapentyna, wigabatryna, tiagabina, lewetiracetam, eslikarbazepina, okskarbaze-
pina, fenytoina, fenobarbital, lorazepam i zonisamid. Oksazepam ma hRg zblizony do
analitu, a diazepam do wzorca wewngtrznego (Tabela 1).

Tabela 1. Warto$ci hRf analizowanych lekow przeciwpadaczkowych w warunkach oznaczania rufinamidu.

Nazwa leku hRf Nazwa leku hRf
Diazepam 79 Nitrazepam 78
Eslikarbazepina 61 Oksazepam 68
Fenobarbital 90 Okskarbazepina 61
Fenytoina 84 Rufinamid 66
Gabapentyna 0 Tiagabina
Lewetiracetam 37 Wigabatryna
Lorazepam 70 Zonisamid 85

Wyznaczono dla rufinamidu granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ)
metoda HPTLC-densytometryczna.Uwzgledniajac stosunek sygnaluanalitycznego do
poziomu szumoéw tta, odczytane z danych doswiadczalnych ianalizy densytogramow
serii rozcieficzen analitu, stanowig one nastepujacewartosci: 0,02 pg rufinamidu
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wplamce — LOD oraz 0,08 pg rufinamidu wplamce - LOQ, za$ obliczone
z uwzglednieniem odchylenia standardowego i wspotczynnika kierunkowego prostej
otrzymanej w wyniku analizy densytometrycznej LOD = 0,0778 pg / plamke; LOQ =
0,2358 pg/plamke.

Precyzja dniowa opracowanej metody charakteryzuje si¢ wartoSciami wspotczynnika
zmiennoséci od 0,60% dla najwyzszego do 2,49% dla najnizszego st¢zenia rufinamidu
w plamce (n=5) oraz 0,23% dla nitrazepamu (n=5). Precyzja miedzydniowa, wyrazona
warto$ciami wspolczynnika zmiennosci kolejno od najnizszego do najwyzszego stezenia
rufinamidu w plamce, wynosi odpowiednio: 5,45%, 3,64%, 2,75% oraz 0,98% dla
nitrazepamu.

Wysokie warto$ci odzysku rufinamidu z mieszanin modelowych, wynoszace od
98,15+1,14% do 100,76+1,25 oraz niskie wartosci wspotczynnika zmiennosci od 1,16%
do 1,24% (n=5), potwierdzaja dokladno$¢ opracowanej metody densytometrycznej
z detekcja przy dtugosci fali A =215 nm.

Opisang metode densytometryczng zastosowano do oceny trwatoéci rufinamidu pod
wplywem czynnikoOw stresogennych tj. hydroliza kwasowa i zasadowa, $rodki
utleniajace, $wiatto UV-VIS.

Whioski: Opracowana metoda analizy NP-HPTLC rufinamidu wobec nitrazepamu jako
wzorca wewnetrznego charakteryzuje si¢ selektywnoscia, dobra korelacja, precyzja
i zapewnia wysoki odzysk analitu. Przedstawiona procedura HPTLC-densytometryczna
moze by¢ wykorzystana w chemicznej kontroli jakosci lekow oraz do badania czystosci
i trwato$ci rufinamidu.
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WYKORZYSTANIE BIODEGRADOWALNYCH MATERIALOW
NA BAZIE POLISACHARYDOW W PRODUKCJI OPAKOWAN
ZYWNOSCI

A. SKRZYPEK®, B. PAW? J. MATYSIAK!, *Uniwersytet Przyrodniczy, Wydziat
Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, Katedra Chemii, ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin,
Uniwersytet Medyczny, Wydzial Farmaceutyczny, Katedra i Zakltad Chemii Lekow,
ul. Jaczewskiego 4, 20-090 Lublin.

Abstrakt: Polimery biodegradowalne stanowig nows grupe materiatdéw polimerowych,
ktore w ostatnich latach, ze wzgledu na swoje specyficzne witasciwosci, wzbudzaja duze
zainteresowanie - zwlaszcza W przemysle opakowan zywno$ci. Ze wzgledu na duze
problemy ekologiczne, w wyniku gromadzenia si¢ niebiodegradowalnych tworzyw
sztucznych, istotne wydaje si¢ poszukiwanie nowych rozwigzan. Materialy stanowiace
opakowania zywno$ci wytworzone na bazie biopolimeréw stanowig dobra alternatywe na
walke z problemami zanieczyszczen S$rodowiskowa. Wsérdd wielu rozwigzan w tym
obszarze najczesciej wytwarza si¢ materiaty na bazie polisacharydéw. Prowadzonych jest
wiele badan nad opracowaniem technologii z wykorzystaniem sieciowania biopolimerow,
mieszania ze zwigzkami nieorganicznymi i organicznymi. Materialy tak wytwarzane sg
biodegradowalne, nietoksyczne i pozyskiwane z surowcoéw odnawialnych.

Whprowadzenie: Opakowania z tworzyw sztucznych stanowig okoto 30% S$wiatowej
produkcji tworzyw sztucznych, a przemyst opakowan do przechowywania zywnosci
zajmuje pierwsze miejsce w tym raporcie. Plastikowe opakowaniowa na bazie paliw
kopalnych rozktadaja si¢ ponad 1000 lat. Raport z 2018 r. Programu Narodow
Zjednoczonych ds. Ochrony Srodowiska (UNEP) wskazal, ze od 2015 r. tylko 9%
wszystkich odpadow z tworzyw sztucznych zostato poddanych recyklingowi. Pozostata
czg$¢ zostata spalona (12%) lub zgromadzona na sktadowiskach (79%). Amerykanska
Agencja Ochrony Srodowiska (EPA) podata, ze w 2018 r. produkcja tworzyw sztucz-
nych wyniosta 35,7 mln ton, co stanowi 12,2% statych odpadéw komunalnych. Z kolei
raport rzadu Wielkiej Brytanii z 2019 r. Wyszczegolnit, ze kazdego roku do oceanu
trafia okoto 8 milionow ton odpadow z tworzyw sztucznych. Dalekosi¢zne i szkodliwe
dziatania mikrodrobin plastiku na rosliny, zwierzeta i cztowieka nie zostaly jeszcze
dobrze zbadane. Doniesienia literaturowe wskazuja na obecno$¢ mikrodrobin plastiku
W ludzkim tozysku i w probkach ludzkiej krwi [1-5].

Polisacharydy jako baza biopolimerow

Biodegradowalne materialy stanowigce opakowania wielu produktow spozywczych to
konieczno$¢ w czasach, gdy panuje duza konsumpcja. Surowce wykorzystywane do ich
produkcji powinny pochodzi¢ przede wszystkim z odnawialnych zasobow naturalnych,
ktore sa dostepne i tanie [6,7].

Polimery biodegradowalne mozna podzieli¢ na dwie gtdéwne grupy: (a) uzyskiwane
z surowcOw petrochemicznych; (b) otrzymywane z surowcoéw odnawialnych.

Druga grupe nazywa si¢ tez ,,podwojnie zielonymi” ze wzgledu na charakter zar6wno
surowcow, jak i otrzymanych produktéw. Do pierwszej kategorii zalicza si¢ m.in. poli(e-
kaprolakton) oraz poli(kwas asparginowy), natomiast w drugiej grupie najwazniejsze
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polimery to polilaktyd, poli(kwas hydroksymastowy), atakze kopolimer kwasu
hydroksymastowego z kwasem hydroksywalerianowym. Produkuje si¢ rowniez
kompozyty polimerow niebiodegradowalnych z biodegradowalnymi napetniaczami typu
skrobia, lignina, celuloza czy chityna. Poszukuje si¢ nie tylko nowych polimerow
biodegradowalnych, ale réwniez zrodet alternatywnych, odnawialnych napekniaczy,
ktore pozwolg na otrzymywanie przyjaznych srodowisku, a jednocze$nie funkcjonalnych
biokompozytow [8,9].
Biodegradacja jest jedyna droga degradacji, ktdra jest w stanie calkowicie usunaé
polimer lub produkty jego degradacji ze §rodowiska. Zachodzi ona W dwodch etapach.
Pierwszym etapem jest depolimeryzacja makroczasteczek do krotszych lancuchow.
Zachodzi on zwykle poza mikroorganizmem ze wzgledu na rozmiar tancucha
i nierozpuszczalny charakter wielu polimerow. Za rozszczepianie tancucha polimeru
odpowiedzialne s3 enzymy zewnatrzkomoérkowe oraz reakcje abiotyczne. Podczas tej
fazy zwigksza si¢ powierzchnia kontaktu polimeru z mikroorganizmem. Drugi etap
odpowiada mineralizacji. Po utworzeniu wystarczajagco matych fragmentow oligome-
rycznych sg one transportowane do komoérek, gdzie sg bioasymilowane przez mikroor-
ganizmy, a nastepnie mineralizowane. Biodegradacja moze zachodzi¢ w obecnosci tlenu
- biodegradacja tlenowa lub jako proces beztlenowy. Catkowita biodegradacja ma
miejsce, gdy pierwotny produkt jest catkowicie przeksztatcony w produkty gazowe i sole
[10,11].
Degradacja aerobowa:

Biopolimer + O, — CO; + H,0 + pozostatosci + biomasa + sole
Degradacja anaerobowa:

Biopolimer — CO; + CH, + H,O + pozostatosci + biomasa + sole
Na podstawie struktury i wiasciwosci fizycznych polimeru oraz warunkow srodowisko-
wych mozliwe jest zaprojektowanie polimeréw biodegradowalnych do konkretnego
zastosowania. W celu poprawy biodegradacji nalezy wzigé pod uwage nastepujace
wytyczne: wyzszy stosunek sktadowej hydrofilowej/hydrofobowej; polimery w pehni
weglowe s3 mniej podatne na degradacje niz polimery zawierajace heteroatomy;
rozgalezienia tancucha sg niekorzystnym parametrem; polimery kondensacyjne sa
bardziej podatne na biodegradacj¢; oligomery 0 nizszej masie czasteczkowej sg bardziej
podatne na biodegradacje¢; krystaliczno$¢ zmniejsza biodegradacjg; mniejsza powierzch-
nia zmniejsza biodegradacje.
Warunki srodowiskowe, ktore nalezy wzia¢ pod uwage przy ocenie, to temperatura, pH,
wilgotno$¢, zawartosé tlenu, sktadniki odzywcze, odpowiednia populacja drobnoustro-
jow, stezenie iczas trwania badania. Jesli chodzi 0 konkretny polimer to istotne sa:
budowa i sktad chemiczny, rozklad powtarzalnych jednostek, obecnos¢ grup funkeyj-
nych, wystepowanie defektow tancuchowych, struktura konfiguracyjna, masa czastecz-
kowa, polidyspersyjnos¢ [12].
Poniewaz temat ten jest obecnie bardzo wazny i wszechstronnie badany niniejsza praca
nie obejmuje wszystkich zrddet, syntez, struktur iobszarow zastosowan materiatow
biodegradowalnych. Przeglad koncentruje si¢ na biodegradowalnych materiatach
opakowaniowych w celu zabezpieczenia, przechowywania i transportu zywnosci.
Celuloza
Celuloza jest rozpowszechnionym polimerem w przyrodzie, sktadnikiem $cian
komorkowych roslin wyzszych. To polisacharyd skladajacy si¢ z liniowego tancucha
jednostek D-glukozy, ktore tacza si¢ poprzez wigzania 3(1—4)-glikozydowe. Celuloza
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sktada si¢ z obszarow krystalicznych iamorficznych. Traktujgc ja mocnym kwasem
mozna rozdzieli¢ obszary amorficzne tworzac W ten sposob celulozg nanokrystaliczna,
nowy material 0 wielu pozadanych wilasciwosciach. Mozna go stosowaé jako faze
wypehiajacg w biologicznych matrycach polimerowych do produkcji nanokompozytow
0 dobrych wlasciwosciach termicznych i mechanicznych. Chociaz jest hydrofilowym
polimerem liniowym, jest nierozpuszczalny w wodzie i rozpuszczalnikach organicznych
ze wzgledu na obecnoé¢ silnych wigzan wodorowych migdzy tancuchami polimeru.
Opracowano wiele pochodnych celulozy, takich jak metyloceluloza, hydroksypropyloce-
luloza czy karboksymetyloceluloza. Polimer ten jest enzymatycznie biodegradowalny
przez hydrolazy glikozydowe do jednostek D-glukozy. Badania wlasciwosci mechanicz-
nych, termicznych i biodegradowalnosci wykazaty, ze zmieniajac zawarto$¢ polisacha-
rydu mozna otrzyma¢ materialy 0 pozadanych optymalnych wlasciwosciach. W celu
poprawy wilasciwosci mechanicznych produktéw dodatkowo wprowadza si¢ chityne
i/lub poli(tlenek etylenu). Dzigki temu takze biodegradowalno$¢ ulega polepszeniu
[8,13].

Poli(alkohol winylowy) jest rowniez uzywany do tworzenia polimerow na bazie celulozy
i jej pochodnych. Karmakar i in. Wykazali, ze materiaty sktadajace si¢ z poli(alkoholu
winylowego), nanokrysztatow celulozy inanoczastek chitozanu wykazuja wysoka
wytrzymato$¢ mechaniczng i sg biodegradowalne. W zwigzku z tym mozna je uznaé za
potencjalne biodegradowalne materialy opakowaniowe [14].

Naturalnie wystepujace W przyrodzie polimery na bazie poliestrow sa przedmiotem
szczegblnego zainteresowania W projektowaniu materialéw biodegradowalnych ze
wzgledu na ich wlasciwosci zblizone do polimeréw syntetycznych. Produkowane sa
materiaty na ich bazie z celulozg i jej pochodnymi. Takie biodegradowalne kompozycje
celulozy zinnymi potaczeniami sg opisane w wielu pracach [15-18]. WSszystkie
wymienione prace szczegblowo opisujg wiasciwosci | mozliwe obszary zastosowan
kompozycji na bazie celulozy. Dla przyktadu wykorzystano zmodyfikowang kwasem
mlekowym celuloze ze skrobig z manioku otrzymujac W ten sposob folie do pakowania
zywnosci. Otrzymany material posiadal ulepszong wodoodporno$¢ i wiasciwosei
mechaniczne. W badaniach potwierdzono spodziewany efekt odpowiedniego wykorzy-
stania, np. banany okryte ta folig pozostaja zoélte bez czarnych plam do 7 dni. Ponadto
material ten jest W pelni nieszkodliwy dla $rodowiska. Ghalehno i Yousefi potaczyli
cztery rodzaje nanomaterialow celulozowych otrzymywanych ze stomy pszennej
z karboksymetylocelulozg [19]. Jako parametry poréwnawcze przyjeli oni whasciwosci
mechaniczne, przezroczysto$¢ i biodegradacje. Wyniki wskazuja, ze takie rozwigzanie
daje duze mozliwosci, aby W przysztoséci stworzy¢ material 0 doskonalych parametrach.
Nanokompozyty moga by¢ wykorzystywane do réznego rodzaju zastosowan, m.in.
opakowania zywnosci.

Antocyjany to kolejna grupa zwigzkow, ktora zostata wykorzystana do produkcji
materiatdow biodegradowalnych z celulozg. Sg to zwigzki fenolowe z rodziny flawonoi-
dow, nadajgce sie do wytwarzania powlok natryskiwanych na zywno$¢ o silnych
wiasciwosci przeciwutleniajacych, a co za tym idzie, majacych zdolnos¢ do opdzniania
procesow utleniania zywnosci. Da Silva Filipini iin. Zastosowali ekstrakt ze skorki
indyjskiego owocu Jambolao (Syzygium cumini) do matryc metylocelulozowych w celu
wytworzenia folii do pakowania zywnos$ci 0 przeciwutleniajacych i biodegradowalnych
wilasciwosciach. Dodatek ekstraktu poprawil spojnos¢ struktur folii, co zostato
potwierdzone przez polepszenie wiasciwosci mechanicznych i szczelnosci. Wysoka
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rozpuszczalno§¢ opracowanych folii sugeruje ich potencjalne zastosowanie
w rozpuszczalnych produktach foliowych i przyczynia si¢ do ich szybkiej biodegradacji
[20].

Naukowcy poddali badaniom olejki eteryczne wyekstrahowane z ro$lin, ktore charakte-
ryzuja si¢ wysokim stgzeniem zwigzkow fenolowych imaja zdolno$¢ hamowania
wzrostu mikroorganizméw i kontrolowania procesu utleniania. Wykorzystano m.in.
olejki z cynamonu (Cinamomum cassia) i werbeny egzotycznej (Listea cubeba) w celu
modyfikacji witasciwosci folii metylocelulozowych. Produkty po modyfikacji olejkami
wykazalty poprawe wlasciwosci szczelno$ci | wzrost wlasciwoscei bakteriostatycznych.
Analizy DSC iTGA potwierdzity wzrost stabilno$ci termicznej we wszystkich
analizowanych foliach oraz zmniejszenie ubytku masy w foli z olejkiem cynamonowym.
Parametry te sa niezbedne do zastosowania biopolimeréw jako materiatu opakowanio-
wego. Istotna jest takze znajomo$¢ zastosowan iograniczen kazdego materiatu do
formowania i zastosowania jako opakowania. Wyniki potwierdzity zatozone oczekiwa-
nia iwskazuja, ze maksymalny catkowity czas biodegradacji dla wszystkich folii
wynosit 20 dni [21].

Skrobia

Skrobia jest jednym z najpopularniejszych polisacharydow stosowanych W przemysle
opakowaniowym, gtownie ze wzgledu na niska cene. Wykazuje ona biodegradowalnos¢,
zdolno$¢ btonotworcza, odnawialno$é i nietoksycznos$¢. Ten polisacharyd jest wytwa-
rzany przez wigkszos¢ zielonych ro$lin jako energetyczny material zapasowy. Skrobia
sktada si¢ z liniowych i nierozgatezionych jednostek amylozy oraz rozgalezionych
jednostek  amylopektyny.  Amyloza  z wigzaniami  a(1—4) iamylopektyna
z dodatkowymi wigzaniami o(1—6) glikozydowymi sa hydrolizowane odpowiednio
przez amylazy i glukozydazy. Pierwsze biomateriaty opakowaniowe bazowaty na skrobi
zmieszanej z polietylenem. Biodegradowalno$¢ mieszanek skrobiowo-polietylenowych
zalezy od procentowej zawarto$ci skrobi [22, 23].

Niska wytrzymato$¢ i staba wodoodpornos$¢ sg czynnikami ograniczajagcymi stosowanie
materiatdw wytwarzanych wytacznie ze skrobi. Aby wyeliminowa¢ te niedoskonatosci,
modyfikuje si¢ jg przez mieszanie Z m.in. poliestrami alifatycznymi. Stopien biodegra-
dacji takiego kompozytu mozna W pewnym stopniu kontrolowa¢ w zaleznosci od sktadu
mieszanek, aich wlasciwosci mechaniczne sa zblizone do wiasciwosci tradycyjnych
tworzyw sztucznych. Zmniejszenie ich wrazliwosci na wilgo¢ sprawia, ze materiaty te
nadaja si¢ do produkcji folii biodegradowalnych, elementow formowanych wtryskowo
oraz pianek [24]. Pianka skrobiowa jest jednym z gtéwnych materiatdéw opakowanio-
wych na bazie skrobi. Zostala opracowana jako zamiennik styropianu, ktory jest
uzywany do produkcji sypkich wypetniaczy. Gléwnymi poliestrami taczonymi ze
skrobig na rynku sg kwas polimlekowy i polihydroksyalkaniany [25]. Biatka (zelatyna,
kazeina, produkty sojowe) rowniez znalazly zastosowania w produktach biodegradowal-
nych [26].

Innym polimerem czgsto laczonym ze skrobig jest poli(alkohol winylowy) - PVA.
Analizujac  gtdéwne cechy polimeréw skrobi-PVA, z kwasem cytrynowym jako
plastyfikatorem i aldehydem glutarowym jako $rodkiem sieciujacym, mozna zauwazy¢
podwyzszona wytrzymalo$§¢ na rozcigganie istopien pecznienia. Badania termiczne
i antybakteryjne wykazaty, ze zsyntetyzowane folie Z mieszanki moga by¢ wykorzystane
jako potencjalne materiaty do pakowania zywnosci [27].
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Liczne prace poswigcone sa badaniom materialdw na bazie skrobi termoplastycznej
z poliestrami (PLA, PCL). Uzyskano na przyktad biodegradowalny polimer na bazie
PLA iPCL ze skrobig kukurydziang po odpowiedniej kompatybilizacji. Kontrolujac
zawarto$¢ skrobi, mozna otrzymac¢ materialy 0 poprawionych ostatecznych wiasciwo-
sciach mechanicznych i przyspieszonej biodegradacji. Zastosowanie maleinowanej
skrobi termoplastycznej jako $rodka zarodkujacego dla PLA doprowadzito do zwigksze-
nia szybkosci krystalizacji, stopnia krystaliczno$ci oraz poprawy szczelnosci w stosunku
do tlenu ipary wodnej, przy zachowaniu wysokiej biodegradowalnosci PLA. Zatem
kompozycje maleinowanej skrobi termoplastycznej-PLA maja lepsze parametry
szczelnosci, ale podobne wlasciwosci mechaniczne, termiczne i biodegradacyjne
W poréwnaniu z czystym PLA [28].

W celu uzyskania antybakteryjnych materialow opakowaniowych skrobi¢ mieszano
z chitozanem. Metodg odlewania W roztworze otrzymano jadalng folie ze skrobi
kukurydzianej z chitozanem 0 wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, co jak
wskazujag badania, zapobiega psuciu si¢ zywnosci. Wprowadzenie chityny jako Srodka
wzmacniajacego spowodowato wzrost sprezystosci. Dzigki hydrofobowosci chityny
otrzymane materialy miaty lepsza wodoodpornos¢ nawet 0 20% w poréwnaniu z czysta
skrobig [29].

Bardzo interesujace sg materialty na bazie skrobi z dodatkiem rdéznych olejkow
eterycznych m.in. rozmarynowego, cytrynowego, Cynamonowego czy mietowego.
Ta modyfikacja poprawita whasciwosci mechaniczne i przepuszczalnos¢ pary wodnej,
atakze nadata aktywno$¢ przeciwbakteryjng. Zaobserwowano skuteczne hamowanie
wzrostu roznych szczepoéw bakterii. Zmieniajac stezenia olejkow eterycznych (V/V),
mozna bylo dobra¢ kompozycje 0 optymalnych wartosciach wytrzymatosci na
rozciaganie i zrywanie [30].

Nowatorskim podejsciem w projektowaniu biodegradowalnych i aktywnych bakterio-
bdjczo materiatow przeciwutleniajacych jest dodatek ekstraktow roslinnych. Zbadano
modyfikacje na bazie skrobi z ekstraktami z tymianku, rozmarynu, bazylii i oregano.
Ekstrakty roslinne zawierajace naturalne polifenole zostaty z powodzeniem wigczone do
matrycy polisacharydowej. Obecnos$¢ ekstraktu poprawita wiasciwosci blokujace
promieniowanie UV folii na bazie skrobi i przyspieszyta biodegradacje [31].

Chityna i chitozan

Chityna jest polimerem ztozonym z czasteczek B-glukozaminy, potaczonych wigzaniami
B-1,4-glikozydowymi. Istnieja trzy polimorficzne formy chityny, oparte na uktadzie
tancuchow polimerowych: a-chityna, gdy tancuchy leza antyrownoleglte do siebie,
B-chityna odnosi si¢ do chityny 0 rownoleglych fancuchach, a y-chityna jest potaczeniem
a- i B-chityny, z faficuchami rownolegtymi i antyrownolegltymi do siebie. Chitozan to
natomiast pochodna chityny zbudowana zczesci deacetylowanej (B-[1,4]-D-
glukozaminy) iczesci acetylowanej (N-acetylo-D-glukozaminy). Chityna i chitozan
dzieki swojej dostepno$ci, biokompatybilnosci, biodegradowalnosci iwielu innym
korzystnym wtasciwo$ciom znalazty zastosowanie W wielu galeziach przemystu, w tym
takze W produkcji opakowan zywnosci [32].

Wiasciwosci tworzyw sztucznych na bazie chitozanu mozna modyfikowaé, poprzez
dodatek plastyfikatorow, takich jak glicerol lub olej rycynowy, co czyni je bardziej
elastycznymi i wytrzymatymi. Analizujac wptyw dodatkow na wiasciwosci mechaniczne
folii, czgsto porownuje si¢ ich wytrzymato$¢ na rozciaganie i wydtuzenie przy zerwaniu.
Wykazano, ze dodatek skrobi najczesciej zmniejsza wytrzymato$é na rozciaganie folii

70



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

chitozanu i zwicksza wydluzenie przy zerwaniu. Efekty te obserwowano niezaleznie od
dodatku plastyfikatorow [33]. Choo iin. Wykazali zwigkszenie wytrzymatosci na
rozcigganie po dodatku olejkow eterycznych do foli uzyskanej na bazie chitozanu
i skrobi [34]. Wzrost stezenia olejkoéw eterycznych w produkcie byt rowniez skorelowa-
ny z lepszymi parametrami wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych.

Nalezy jednak podkresli¢, ze whasciwosci mechaniczne i przepuszczalno$¢ biotworzyw
sg czesto przeszkoda w rozwoju bioplastikow poza skale laboratoryjng. Wihasciwosci
tych bioproduktéw w stosunku do przepuszczalnosci pary wodnej sa szeroko opisywane
w literaturze, w przeciwienstwie do okre$lania wilasciwosci szczelno$ci opakowania
w stosunku do substancji zewngtrznej w stanie gazowym [35]. Czynnikami ograniczaja-
cymi rozwoj bioopakowan na bazie bioplastiku sa wysokie koszty produkcji, brak
dostosowanych zakladéw przetworczych iproblemy z zaopatrzeniem w surowce.
Potrzebne s3 takze znormalizowane metody okreslania biodegradowalno$ci opakowan
na bazie bioplastikow, aby udowodni¢ przewage nad konwencjonalnymi tworzywami
sztucznymi. Podobnie nalezy zoptymalizowaé badania wiasciwosci mechanicznych
i aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [35].

W zwiazku z tym potrzeba duzych naktadéw finansowych i odpowiednich inwestycji
w badania, produkcje i gospodarke odpadami, aby zapewni¢ komercyjng optacalnosc¢ tej
innowacyjnej technologii. Biopolimer powinien ulega¢ biodegradacji w odpowiednich
ramach czasowych, aby skutecznie konkurowaé¢ z konwencjonalnymi tworzywami
sztucznymi. Zdolnos¢ do biodegradacji musi by¢ rygorystycznie testowana, aby uniknaé
tworzenia si¢ mikro- lub nanoplastikow, ktore utrzymuja si¢ w srodowisku. Zrownowa-
zony rozwoj bioplastiku bedzie rowniez zalezatl od wykorzystania odnawialnego zrodia
surowca oraz stosowania bezpiecznych dodatkow i sktadnikow aktywnych. Oczywiste
jest, ze wskali globalnej konieczne jest znaczne ograniczenie niezrOwnowazonego
wykorzystania tworzyw sztucznych.

Whioski: Niniejszy przeglad opiera sie na aktualnej literaturze, dostarczajac informacji
na temat biopolimeréw na bazie polisacharydéow w kontekscie ich wykorzystania jako
aktywnych materialdw opakowaniowych. Technologia biodegradowalnych opakowan
zywno$ci pozwoli zmniejszy¢ zuzycie plastiku opartego na paliwach kopalnych
i zwigzang ztym emisj¢ gazow cieplarnianych. Korzys$ci ptynace z zastosowania
biotworzyw obejmuja zmniejszenie §ladu weglowego opakowan, zmniejszenie iloSci
odpadow z tworzyw sztucznych oraz utrzymanie swiezych produktow zywnosciowych.
Aby osiggnac proces 0 obiegu zamknigtym, biotworzywa powinny by¢ pozyskiwane
z zasobéw odnawialnych lub pochodzacych zrecyklingu i wykorzystywaé energie
odnawialng. Rozsadne zastgpienie konwencjonalnych tworzyw sztucznych biotworzy-
wami wymaga rygorystycznych testow materiatdw pochodzenia biologicznego w celu
okreslenia szczelno$ci, whasciwosci fizycznych, optycznych czy mechanicznych, takich
jak wytrzymato$§¢ na rozcigganie. Ponadto, aby zapewni¢ wymierne korzysci dla
srodowiska, biotworzywa muszg mie¢ dobre profile biodegradowalnosci.
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ZASTOSOWANIE PROTEOMIKI ORAZ TECHNIK
LC-MS/MS W UWIERZYTELNIANIU PODROBOW
W ZYWNOSCI

A. STACHNIUK, A. TRZPIL, K. SZALAJ, A. KOZUB, E. FORNAL, Uniwersytet
Medyczny, Wydziat Biomedyczny, Zaktad Bioanalityki, ul. Jaczewskiego 8b, 20-090
Lublin.

Abstrakt: W pracy oméwiono wyniki badan dotyczace zastosowania chromatografii
cieczowej sprzezonej Z wysokorozdzielcza Spektrometria mas (LC-HRMS) oraz technik
chemometrycznych w analizie uwierzytelniania podrobéw w wysoko przetworzonych
produktach spozywczych. Przedstawiono podej$cie profilowania proteomicznego
w uwierzytelnianiu  watroby wieprzowej. Na podstawie profilu MS ekstraktu
Z gotowanej watroby oraz tkanki mies$ni szkieletowych migsa wieprzowego uzyskanych
z analizy LC/QTOF wykonano analiz¢ PCA i OPLS-DA badanych tkanek.

Whprowadzenie: Watroba jest produktem spozywczym nalezacym do kategorii
podrobow [1]. Poniewaz watroba jest znacznie tansza od migsa, zdarza si¢, ze jest
stosowana jako substytut migsnej tkanki mieéni szkieletowych w wysoko przetworzo-
nych produktach spozywczych [2]. Watroba charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscia
biatka (20,98 g/100 g watroby), podobna do zawartosci biatka w miegsie (£20 g
biatka/100 g miesa) [3]. Watroba jest bogata w witaminy z grupy B, jak réwniez
witaminy A, C, H i PP, mineraly i thuszcze, oraz wielonienasycone kwasy ttuszczowe
[3]. Bioragc pod uwagg wysoka zawartos¢ kwasow tluszczowych, antyoksydantow
i ferrytyny (gtownego biatka odpowiedzialnego za magazynowanie zelaza W watrobie),
watroba jest zalecana W diecie pacjentdw z anemig, miazdzyca i cukrzyca [4]. Jednym
Z najpopularniejszych produktow spozywczych zawierajacych biatka watroby jest
pasztet. Dyrektywa Parlamentu Europejskiego iRady 2001/101/WE wprowadzita
og6lny system etykietowania produktéw z zawartosciag migsa, zgodnie z ktoérym
wylacznie tkanka mies$ni szkieletowych, ktéra nie przekracza maksymalnych limitow
zawarto$ci naturalnego ttuszczu itkanki tacznej moze by¢ okreslana jako ,,migso”;
przepisy te wyraznie wylaczaja podroby z zakresu definicji migsa [5]. Falszowanie
produktéw migsnych podrobami lub tanszymi biatkami pochodzenia zwierzgcego lub
roélinnego jest problemem globalnym, raportowanym na catym $§wiecie [2]. Wzrost
produkcji przetworzonych wyrobéw migsnych, ich zlozony charakter, réznorodne
procesy przetworcze, ktorym sa poddawane, a takze wzrost wyrafinowania falszerstw,
utrudniajg ich identyfikacje, dlatego obecne metody stuzace ich wykrywaniu sg wcigz
niewystarczajgce [6].

Do identyfikacji sktadu gatunkowego W zywnos$ci wykorzystuje sie rozne techniki
analityczne, takie jak: elektroforeze, testy immunoenzymatyczne (ELISA, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), tancuchowa reakcje polimerazy (PCR, Polymerase Chain
Reaction) oraz metody oparte na spektrometrii mas (MS, Mass Spectrometry).
W niniejszej pracy zastosowano podejécie profilowania proteomicznego z uzyciem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometrig mas typu QTOF
oraz zaawansowanych narzedzi chemometrycznych w uwierzytelnianiu watroby
wieprzowej.

73



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

Cze$¢ eksperymentalna: Watrobe wieprzowa (n=3) oraz migénie szkieletowe
poledwicy wieprzowej pozyskano z prywatnych hodowli oraz zakupiono w centrach
handlowych w Lublinie. Watrobe kurczaka (n=3) oraz watrobe krolika (n=3) do celéw
weryfikacji specyficznos$ci gatunkowej zakupiono W lokalnych sklepach migsnych.
Surowe tkanki pokrojono i gotowano przez 30 min w temperaturze 100°C. Ugotowane
tkanki zhomogenizowano, a nastgpnie poddano ekstrakcji wodoroweglanem amonu
i trawieniu trypsyng. Strawione probki oczyszczono wykorzystujac kolumny Sep-Pak
C18 Plus postgpujac zgodnie z instrukcja producenta. Uzyskany eluat wysuszono
w koncentratorze prézniowym. Wysuszone probki rozpuszczono w1 ml 5% roztworu
acetonitrylu w wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego i poddano analizie
LC/QTOF. Szczegotowe parametry metody LC/QTOF przedstawiono w Tabeli 1.
Otrzymane wyniki poddano obrébce chemometrycznej. Wyekstrahowano chromatogra-
my i spektra przy pomocy programu Mass Hunter Qualitative (Agilent Technologies).
Wykonano wyrdéwnanie czaséw retencji i mas oraz filtrowanie mas przy pomocy
programu Mass Profiler Professional (Agilent Technologies), a nastepnie przeprowadzo-
no analize PCA i OPLS-DA przy pomocy Simca 16.1 (SartoriusStedimBiotech).

Tabela 1. Parametry metody LC/QTOF.

LC-QTOF-MS
Urzadzenie Agilent HPLC Infinity 1290

Agilent 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS
Kolumna Zorbax Extend C18 (2,1x150mm, 1,8um)
Faza ruchoma 0,1% HCOOH w wodzie (A)

0,1% HCOOH w metanolu (B)
Gradient 0-2min3% B

2-40 min 35% B

40-45 min 40% B
45-50 min 90% B
50-55 min 90% B

Post time 5min3% B

Przeptyw 0,3 ml/min

Parametry Zrédlo jonow: JetStream ESI +
MS/MS Tryb pracy: scan MS, auto MS/MS

Wyniki: Dla termicznie przetworzonych tkanek watroby oraz migsni szkieletowych
poledwicy wieprzowej pochodzacych od trzech réznych dostawcow uzyskano profile
proteomiczne. Szczegétowa analiz¢ roznicowania pomigdzy tkankami wykonano za
pomocg wielowymiarowej analizy danych (multivaraiate data analysis) oraz analizy
PCA (principal component analysis) i modelu PLS-DA (partial least squares discrimi-
nant analysis) aplikowanych ze zbioru danych LC-QTOF-MS, w zakresie m/z 100-1700,
otrzymanych ze strawionych ekstraktow gotowanego miesa wieprzowego oraz tkanek
watroby pochodzacej od trzech gatunkow: kurczaka, krdlika oraz wieprzowiny.
W pierwszym etapie surowe dane MS zostaly przetworzone przy uzyciu algorytmu Find
by molecular feature oprogramowania Mass Hunter Qualitative, a nastgpnie wyekstra-
howane jony w formacie CEF zostaly zaimportowane do programu Mass Profiler
Professional w celu wyréwnania czasu retencji, mas oraz normalizacji danych.
W kolejnym kroku przetworzone dane zostaty zaimportowane do programu SIMCA. Na
podstawie uzyskanego profilu MS ekstraktu z watroby oraz ekstraktu 2z migsni
szkieletowych wykonano analize¢ PCA, anastepnie zbudowano model PLS-DA
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umozliwiajacy réznicownaie tkanek (rys.1). Réznicowanie pomiedzy trzema gatunkami
tkanki watrobowej przedstawiono na rys.2. Na rys.3 przedstawiono przykladowe
termicznie stabilne markery peptydowe specyficzne dla tkanki watroby wieprzowe;.
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Rys.1. Wykres rozrzutu danych (ang. scatter plot) model PLS-DA (ang. partial least squares discriminant
analysis) weryfikacji tkankowej.
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Rys.2. Wykres rozrzutu danych (ang. scatter plot) model OPLS-DA (ang. orthagonal partial least squares
discriminant analysis) weryfikacji gatunkowej.
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Rt Peptide Marker Protein (NCBI Acession No.) Parent z
(min) ion (m/z)
10,85 GDAPEEEVSLSK alternative Pig Liver Esterase, 630,8013 2+
partial (CAO81735.1)
17,01 ALTAELEAVGK 17-beta-hydroxysteroid 551,3109 2+

dehydrogenase 13 isoform X1

(XP_020956056.1)

24,09 TFYLNVLNEEER catalase (NP_999466.2) 763,8779 2+

27,10 AQFGQPEILLGTIPGTGGTQR  enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ~ 714,3846 3+
(NP_001177104.1)

36,45 VIAPGFNALEQILQSTAGK maleylacetoacetate isomerase 979,0425 2+
(NP_001230567.1)

Rys.3. Chromatogramy EIC wybranych markeréw peptydowych specyficznych dla tkanki watroby
wieprzowej.

Whioski: Uzyskane wyniki wskazuja, ze mozliwe jest réznicowanie objetych badaniem
tkanek z wykorzystaniem profili MS otrzymanych ze strawionych ekstraktow gotowane-
go miesa wieprzowego oraz tkanek watroby. Dzigki zastosowaniu chemometrii i analiz
statystycznych znaleziono peptydy rdéznicujace umozliwiajace identyfikacje watroby
wieprzowej.

Badania zostaly sfinansowane ze srodkéw NCBR, grant nr TANGO-1V-C/0003/2019-00
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ZASTOSOWANIE LC-QTOF W IDENTYFIKACJI HORMONOW
STEROIDOWYCH W ODCHODACH ZUBRA (BISON BONASUS)

A. STACHNIUK', A. TRZPIL', K. SZAEAJ', R. LOPUCKI’, D. KLICH®
W. OLECH?, E. FORNAL®, *Uniwersytet Medyczny, Wydzial Biomedyczny, Zaktad
Bioanalityki, ul. Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin, *Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana
Pawta II, Wydziat Medyczny, Katedra Biomedycyny iBadan Srodowiskowych, ul.
Konstantynow 1J, 20-708 Lublin, 3Szkola Glowna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie, Instytut Nauk o Zwierzetach, ul. Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa.

Abstrakt: Bezinwazyjny pomiar hormonéw steroidowych w moczu lub kale jest coraz
cze$ciej stosowany W badaniach nad dzikimi zwierzetami. W niniejszej pracy omowiono
wyniki badan dotyczace mozliwosci wykorzystania chromatografii cieczowej sprzezone;j
z wysokorozdzielcza spektrometria mas typu kwadrupol-analizator czasu przelotu
(LC-QTOF, ang. liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry)
W jakos$ciowej analizie hormonéw steroidowych w odchodach zubra (Bison bonasus).

Woprowadzenie: Jedng z wazniejszych grup hormondéw 0 dziataniu immunoregulacyj-
nym w organizmach zywych sa hormony steroidowe, a wsrod nich hormony glikokorty-
kosteroidowe, estrogeny i androgeny. Metabolizm hormonow glikokortykosteroidowych
(GCQ) jest regulowany przez o$ podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA, ang. hypotha-
lamic—pituitary—adrenal axis), a wzrost poziomu krazacych w organizmie GC moze by¢
wynikiem stresu [1]. Przewlekly stres oraz zaburzenia depresyjne sa zwigzane
z metabolizmem kortyzolu, ktory charakteryzuje si¢ duza liczba strukturalnie blisko
spokrewnionych metabolitow. Kortyzol jest hormonem steroidowym naturalnie
syntetyzowanym w korze nadnerczy. Wiaze si¢ on we krwi gltdwnie z biatkiem osocza
a-globuling tzw. transkortyng (CBG), a tylko w niewielkim stopniu z albuminami. Okoto
10% krazacego we krwi hormonu jest frakcja wolng [2]. Przewlekle podwyzszony
poziom kortyzolu moze mie¢ szkodliwy wplyw na mase ciata, odpowiedZz immunolo-
giczng oraz ryzyko wystgpienia choréb przewlektych [1]. Hormon ten jest
wykorzystywany jako marker ostrych iprzewlektych reakcji stresowych organizmu,
a jego stezenie, lub stezenie jego metabolitdw, moze by¢ mierzone w mniej lub bardziej
inwazyjny sposob we krwi, $linie, wlosach, piorach, moczu lub kale [3]. Bezinwazyjny
pomiar metabolitow kortyzolu w kale jest coraz czgSciej stosowany w badaniach nad
dzikimi zwierzgtami, poniewaz zdobycie probek krwi od takich zwierzat jest zadaniem
trudnym logistycznie [1].

Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowa spektrometria mas
(HPLC-MS/MS) jest uznang technika analityczng stosowana w klinicznej medycynie
laboratoryjnej do jako$ciowego i iloSciowego oznaczania hormonow steroidowych iich
metabolitow [4-6]. Z literatury znane sg badania zastosowania technik LC-MS/MS
w identyfikacji i analizie ilosciowej hormonéw steroidowych w osoczu [4], $linie [5],
moczu [6] oraz kale [7]. W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczace mozliwosci
zastosowania chromatografii cieczowej sprz¢zonej z wysokorozdzielczg spektrometrig
mas typu kwadrupol -analizator czasu przelotu (LC/QTOF) w identyfikacji kortyzolu
i kortyzonu w odchodach zubra (Bison bonasus).
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Cze$¢ eksperymentalna: W badaniu wykorzystano analityczne wzorce kortyzolu oraz
kortyzonu (Sigma-Aldrich). Material badawczy stanowit kal pochodzacy od wolno
zyjacych zubrow w Polsce. Zlioflizowane odchody poddano procedurze ekstrakcji oraz
oczyszczania wykorzystujac kolumny Sep-Pak C18 Plus (Waters). Procedure przygoto-
wania probki przedstawiono na rys.1. Wyekstrahowane i oczyszczone anality analizo-
wano przy pomocy ultrasprawnego chromatografu cieczowego (Agilent Technology
UHPLC Infinity 1290) sprzezonego z wysokorozdzielczym spektrometrem mas typu
kwadrupol - analizator czasu przelotu (Agilent Technology 6550 iFunnel LC/QTOF)
wyposazonego W zrodlo jonéw ESI Agilent Technologies Jet Stream. Rozdziat
chromatograficzny uzyskano na kolumnie Zorbax Extend C18 RRAT (2,1 x 100 mm,
1,8 um). Faze ruchoma stanowit 0,1% kwas mrowkowy w wodzie dejonizowanej (A)
i acetonitrylu (B). Prowadzono elucje gradientowa przez 30 min, 2z szybkosScig
przeptywu 0,4 ml/min. Analiz¢ prowadzono w trybie skan MS (zakres: 50-1700 m/z;
jony referencyjne: m/z 121,0509 oraz m/z 922,0097) oraz MS/MS zarejestrowanym przy
energii kolizji (CE, ang. colision energy): 20 i 40 eV. Optymalizacj¢ metody prowadzo-
no przy zastosowaniu wzorcow analitycznych. Identyfikacje kortyzolu i kotyzonu
prowadzono w oparciu 0 czas retencji oraz porownanie widm MS/MS z widmem
analitycznym wzorcow.

Przygotowanie préb do badan

Etap ekstrakcji

[

. 0,1 g zliofilizowanych fekaliéw zubra odwazono do eppendorfa;

. Prébke poddano homogenizacji z 1 ml mieszaniny metanol : woda (80:20 v/v);

. Otrzymany homogenat przechowywano w temperaturze -20 °C przez 15 min, a
nastepnie odwirowano (15 min, 13400 rpm);

4. Supernatant rozcieficzono woda (MilliQ) w stosunku (1: 3);

W~

Etap oczyszczania ekstraktu (SPE)

. Ztoze kolumny SPE kondycjonowano przy uzyciu 2 ml metanolu;

. Ztoze kolumny SPE przymywano przy uzyciu 5 ml wody;

. Na skondycjonowang kolumne SPE naniesiono przygotowany ekstrakt,

. Ztoze kolumny SPE z naniesionym ekstraktem przymywano przy uzyciu 5 ml wody;
. Zaadsorbowane na kolumnie SPE anality wymyto 2 ml metanolu;

. Uzyskany eluat wysuszono w koncentratorze prézniowym;

. Wysuszone prébki rozpuszczono w 0.3 ml mieszaniny metanol : woda (80:20, v/v);
. Prébki poddano analizie LC-QTOF.

N OUT s W=

Rys.1. Dwuetapowa procedura przygotowania probki katu do badan LC-QTOF.

Wyniki: Skazone wzorcami analitycznymi (0,2 pg/ml) odchody zubra poddano analizie
w celu uzyskania czasow retencji oraz widm fragmentacyjnych obu analitow. Zwigzki
eluowaty w 7,98 min i 8,06 min. Monitorowane jony poddano fragmenatcji MS/MS przy
dwoch energiach kolizji CE 20 i CE 40. Chromatogramy EIC (ang. Extracted lon
Chromatogram) dla obu objetych metoda analitow: kortyzolu (m/z, 363,2166) oraz
kortyzonu (m/z, 361,2010) przedstawiono na rys.2. Widma fragmentacyjne obu analitow,
wyekstrahowane ze skazonej wzorcami analitycznymi probki odchodow zubra (Bison
bonasus) zarejestrowane dla dwoch energii kolizji, przedstawiono odpowiednio na rys.3
oraz rys.4.
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Rys.2. Chromatogramy EIC kortyzolu (m/z, 363,2166) oraz kortyzonu (m/z, 361,2010) wekstrahowane ze
skazonej wzorcami analitycznymi probki odchodow zubra (Bison bonasus); kortyzol oznaczono kolorem
zielonym, kortyzon oznaczono kolorem brazowym.
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Rys.3. Widmo fragmentacyjne MS/MS kortyzolu (m/z, 363,2166) wekstrahowanego ze skazonej wzorcami
analitycznymi probki odchodow zubra (Bison bonasus) zarejestrowane dla CE 20 i CE 40.
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Rys.4. Widmo fragmentacyjne MS/MS kortyzonu (m/z, 361,2010) wekstrahowanego ze skazonej wzorcami
analitycznymi probki odchodow zubra (Bison bonasus) zarejestrowane dla CE 20 i CE 40.

Whioski: Przeprowadzone badania umozliwily opracowanie metody identyfikacji
kortyzolu i kortyzonu w odchodach zubra europejskiego (Bison bonasus). Opracowana
metoda analityczna umozliwia monitorowanie hormonéw steroidowych w odchodach

79



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

dzikich zwierzat. Zaprezentowane podejscie analityczne moze sta¢ si¢ nieinwazyjnym
narz¢dziem monitorOwania stresu u przezuwaczy.

Badania zostaly cze$ciowo sfinansowane W ramach projektu “Kompleksowy projekt ochrony zubra
przez Lasy Pafstwowe” (numer umowy: OR.271.3.10.2017) oraz z projektu badawczego Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie, nr DS472/2022
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OCENA METODY SPEKTROMETRII ODBICIOWEJ
W BLISKIEJ PODCZERWIENI (NIRS) W BADANIACH
POROWNAWCZYCH PASZ

S. WALCZYNSKI, W. KOROL, Instytut Zootechniki — Panstwowy Instytut
Badawczy, Dziat Analityki Laboratoryjnej, Krajowe Laboratorium Pasz, ul. Chmielna
2, 20-079 Lublin.

Abstrakt: Przedstawiono ocen¢ metody spektrometrii odbiciowej w bliskiej podczer-
wieni na podstawie miedzynarodowych badan poréwnawczych w zakresie zawartosci
podstawowych sktadnikow pasz. Otrzymywane dane okazaly dobrym narzgdziem do
monitorowania miarodajnosci przewidywanych wynikéw z aparatu NIRS w codziennej
praktyce laboratoryjnej badania pasz. Pozwolily weryfikowa¢ stosowane kalibracje na
podstawie wynikow badan bieglosci. Umozliwity wykrywanie wartosci odstajacych
w nietypowych matrycach paszowych i utatwity tworzenie zbioréw widm tego rodzaju
matryc paszowych, ktore tacznie z warto$ciami przypisanymi z badan bieglo$ci moga
by¢ podstawa do opracowania dodatkowych zbioréow kalibracyjnych, poddanych
nastepnie obrdébce statystycznej. Udzial w badaniach bieglosci stworzyl warunki do
wiaczenia metody NIRS do zakresu akredytowanych metod KLP w Lublinie.

Woprowadzenie: Spektroskopia w bliskiej podczerwieni NIRS jest nieniszczaca metoda
szeroko stosowang do przewidywania poziomow zwigzkéw organicznych, m.in.
w materiatach ro$linnych i zwierzecych, na podstawie oddziatywan fal elektromagne-
tycznych. Ich dlugosci zawierajg si¢ w zakresie od 770 nm do 2500 nm. Promieniowanie
podczerwone pochtaniane przez czasteczke powoduje drgania poszczegdlnych wigzan
W sposob podobny do oscylatora dwuatomowego. Absorpcja energii  powoduje
wzbudzenie drgan wigzan chemicznych. Umozliwia okreslenie poziomu zwigzkow
zawierajacych charakterystyczne grupy funkcyjne, takie jak CH-, OH-, NH. Sygnat, po
odbiciu od probki, odbierany przez detektor aparatu NIR zawiera szerokie spektrum
informacji o zwigzkach chemicznych znajdujacych si¢ w badanym materiale. Zainstalo-
wane oprogramowanie kalibracyjne umozliwia identyfikacj¢ poszczegodlnych grup
funkcyjnych i po przetworzeniu danych przeprowadza ich oceng ilosciowa [1].
Wykorzystywane pakiety oprogramowania pozwalajace na przewidywanie skladu
materiatu na podstawie widm NIR opierajg sie na klasycznych metodach determini-
stycznych, takich jak analiza glownych sktadowych (PCA), regresja gléwnych
sktadowych (PCR), regresja metoda czastkowych najmniejszych kwadratoéw (PLS)
i wielokrotna regresja liniowa (MLR) [2,3]. W obszarze badania pasz technika NIRS
umozliwia przewidywanie takich parametrow jak: wilgotnos¢, popidt surowy, biatko
ogolne, thuszcz surowy lub thuszez po hydrolizie, widkno surowe, wtokno NDF, skrobia,
aminokwasy. Opracowane i zwalidowane kalibracje pozwalajg takze oszacowaé warto$¢
energetyczng paszy, jej homogenicznos$¢, a nawet potwierdzi¢ zafalszowanie produktu
paszowego.

Wiarygodno$¢ wynikow przewidywanych technika NIRS wymaga ciaglego monitoro-
wania i potwierdzania. Wiasciwym sposobem na uzyskiwanie obiektywnych dowodow
W tym zakresie jest udzial laboratorium Kkorzystajacego z aparatu NIRS w badaniach
porownawczych pasz. Oprocz sprawdzenia poprawnosci dziatania stosowanych
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kalibracji uzyskuje si¢ mozliwo$¢ poréwnania otrzymywanych wynikoéw z wynikami
innych uczestnikow badania [4-7].

Celem pracy byla weryfikacja wynikow przewidywanych metoda spektrometrii
odbiciowej w bliskiej podczerwieni (NIRS) w badaniach poréwnawczych pasz.

Cze$¢ eksperymentalna: Badania prowadzono z wykorzystaniem spektrometru NIR
InfraXact 7500 firmy FOSS pracujacego w zakresie widmowym od 570 nm do 1848 nm.
W aparacie zainstalowano zwalidowane oprogramowanie kalibracyjne opracowane
przez FOSS-a w zakresie takich parametréw jak: wilgotnos$¢, popidt surowy, biatko
ogolne, tluszcz surowy, widkno surowe, skrobia, energia metaboliczna, aminokwasy
w grupach pasz takich jak mieszanki paszowe i materiaty paszowe.

Dokonywano  skanowania  probek  otrzymywanych — wramach  uczestnictwa
w miedzynarodowych badaniach bieglosci PT. Pierwsza grupa probek pochodzita od
Bipea, uznanej europejskiej organizacji non-profit z siedziba we Francji, zrzeszajacej
prawie 2600 laboratoriow z calego $wiata i oferujaca ponad 220 regularnych badan
biegtosci. W latach 2016-2023 Krajowe Laboratorium Pasz w Lublinie Instytutu
Zootechniki-PIB uczestniczyto w 66 rundach, w ktorych przebadano prawie 160 probek,
uzyskujac ponad 700 wynikéw. Byly to mieszanki dla drobiu, indykow, $win, zboza,
kukurydza, materiaty straczkowe, itp. WartoSciami odniesienia byly wyniki uzyskane
standardowymi metodami chemicznymi wedtug rozporzadzenia 152/2009 [7].

Druga grupa probek pochodzita od konsorcjum skladajacego si¢ z Miedzynarodowe;j
Grupy Analitycznej (IAG), Austriackiej Agencji Zdrowia i Bezpieczefistwa Zywnosci
(AGES) i Szwajcarskiego Centrum Doskonalenia w Zakresie Badan w Dziedzinie
Rolnictwa (Agroscope). W latach 2018-2023 KLP uczestniczyto w 5 rundach, w ktorych
pozyskiwano po 8 probek na badanie, takich jak: mieszanki dla drobiu, bydta i $win,
kukurydza, pszenica, jeczmien, rzepak isoja. Wartosciami odniesienia byly $rednie
uzyskane przez wszystkie laboratoria uczestniczace W PT. Organizator badania
zamieszczal takze wyniki analiz uzyskane metodami referencyjnymi z tolerancjami
analitycznymi uzyskanymi przez VDLUFA (Association of German Agricultural
Analytic and Research Institutes) [5].

Otrzymane dane umozliwily wlaczenia metody NIRS do zakresu akredytowanych metod
Krajowego Laboratorium Pasz w Lublinie (certyfikat akredytacji AB 856), w zakresie
podstawowych sktadnikoéw pokarmowych, zgodnie z normg PN-1SO 12099:2017 [4].

Wyniki: Oceniono wyniki uzyskane wPT Bipea [6]. Otrzymane dane od organizatora
m.in. wskazniki z-score i odchylenie standardowe do oceny badania biegto$ci Gpr, jak
rowniez réznice pomigdzy wynikami NIRS i uzyskanymi metodami referencyjnymi
poréwnano Z dopuszczalnymi tolerancjami okreslonymi W rozporzadzeniu nr 2017/2279
[8]. Przyktad oceny przewidywanych wartosci podstawowych parametrow odzywczych
w mieszance dla bydta przedstawiono w Tabeli 1. Kalibracje bgdace na wyposazeniu
posiadanego analizatora NIRS mozna stosowa¢ W odniesieniu do typowych materiatow
paszowych, takich jak ziarna zbdz, kukurydza lub sruta sojowa poekstrakcyjna oraz
modelowych mieszanek paszowych dla zwierzgt hodowlanych. Wystepujace w badaniach
PT Bipea nietypowe matryce paszowe, np. korektor biatkowy z mocznikiem, makuch
Iniany, mioto pszenne lub mieszanka dla krélikdw, nie mieszczg sie w standardowych
kalibracjach aparatu. Parametry statystyczne opisujace kalibracje traktuja wowczas
przewidywane wartosci jako odstajace ipomagaja 0 podjeciu decyzji 0 miarodajnosci
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takich wynikéw.W kolejnych badaniach biegtosci, gdzie organizatorem wiodacym jest
IAG, badanymi matrycami sg standardowe materiaty i mieszanki paszowe, a wartosciami
odniesienia sa $rednie obliczane z wynikow wszystkich uczestnikow. W prawie 100 %
KLP w Lublinie uzyskuje wyniki zadowalajace (Tabela 2).

Tabela 1. Wyniki przewidywania podstawowych sktadnikéw pokarmowych metoda NIRS w badaniach
bieglosci Bipea (6.2022) — mieszanka dla bydla.

BIPEA, Francja, Wynik z-score T. 2017/
Runda 6, czerwiec WR SD NIRS NIRS Ocena 2279
2022, parametr
Wilgotno$¢,% 10,7 0,3 10,8 0,33 Z Z
Popiét sur.,% 7,1 0,2 6,8 -1,00 Z Z
Biatko og.,% 18,0 0,3 17,8 -0,80 Z Z
Thuszez sur., % 3,7 0,5 413 0,86 Z Z
Widkno sur.,% 75 0,4 7,1 -1,00 Z Z
Skrobia, % 23,5 0,8 22,6 -1,20 Z Z

gdzie: WR — warto$¢ odniesienia: z — wynik zadowalajacy; T — dopuszczalne tolerancje wg rozporzadzenia
(UE) nr 2017/2279.

Tabela 2. Indywidualny raport koficowy badania IAG NIRS Ring Trial 2022 [5].

laboratory number: A09

Institution: National Research Institute of Animal Production, National Laboratory for Feedingstuffs
Sample Measurand meanlabor sdlabor Mean Reproducibility s.d. Z Recovery rate % Outlier
1. Pig feed (compound feed) moisture .96 0.02

1. Pig feed (compound feed) XA 6.63 0.02 6.70 131 -0.05 0939
L. Pig feed (compound feed) XF .08 B.80 077 0.03 100.3
L. Pig feed (compound feed) XL 0.14 520 034 -021 98.6
1. Pig feed (compound feed) XP 0.29 16.59 1.03 -D.38 97.7
1. Pig feed (compound feed) XS 0.24 3718 311 156 113.0
2. Poultry feed (compound feed) moisture 0.05

2. Poultry feed (compound feed) XF 011 5.01 086 -0.61 a1.2
2. Poultry feed (compound feed) XL 012 571 049 037 103.2
2. Poultry feed (compound feed) XP 010 2410 201 -059 95.1
3 C vhole kernels) moisture 0.05

30 g XF 0.04 2.52 040 038 107.5
3 C XL 0.09 4.72 059 -0.56 3.0
3. O Xp 011 7.90 180 0.26 10549
3 X8 017 74.10 305 -198 91.8
1 moisture 0.06

4, XA 0.01 1.66 015 0.03 100.2
4. XF 0.06 273 035 -D.67 914
4. XL 0.05 2.00 046 -1.59 63.4
4 Xp 0.06 12.24 078 0.90 105.8
4. X8 0.15 6745 183 -0.21 09.4
5. moisture 0.00

5. XA 0.01 2.20 027 -0.21 7.5
5. XF 0.16 5.55 L31 -0.03 994
B XL 007 2.32 056 -1.57 62.0
5. Barley Xp 0.13 10.59 045 -D.02 06.1
5. le X8 013 6108 218 -1.39 95.0
6. moisture 0.04

6. XL 0.08 18.70 280 025 103.8
6. Xp 0.05 45.08 349  0.00 100.0

gdzie: Mean labor.-warto$¢ przypisana, Mean-wynik KLP, Z-z-score, wspotczynnik zawierajacy sie
w przedziale od -2,0 do 2,0 wskazuje na wyniki zadowalajace; XA-popidt surowy, XF-wiokno surowe, XL-
thuszcz surowy, XP-biatko surowe, XS-skrobia.

Uczestnictwo w wieloletnich badaniach biegtosci umozliwito oceng obcigzenia metody
NIRS i jej istotnosci statystycznej wedtug PN-EN 1SO 12099 [4]. Dane dla wybranych
matryc zestawiono w Tabeli 3. Bylo tez podstawg do przeprowadzenia dziatan
majacych na celu wlaczenie metody NIRS przez Polskie Centrum Akredytacji do
zakresu akredytowanych metod KLP. Zakres akredytacji KLP zostal rozszerzony
0 oznaczanie metodag NIRS wilgotnoéci, biatka surowego, ttuszczu surowego, wtokna
surowego i popiotu surowego W materialach paszowych: pszenicy, jeczmieniu,

83



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

kukurydzy, $rucie sojowej oraz W mieszankach paszowych dla $win idrobiu —
z wyjatkiem popiotu surowego w mieszankach dla niosek.

Tabela 3. Ocena obciazenia metody NIRS i jego istotnosci statystycznej
wg PN-EN ISO 12099, % m/m.

Matryca Parametr Min., Max, Obcigzenie Istotnos¢ RMSEP* Niepe-
% % % % Wwno$¢**
%

Mieszanka Wilgotno$é 9,8 114 -0,20 Tak 0,37 0,74
paszowa Biatko 17,3 19,4 -0,17 Tak 0,39 0,78
dla $wih Popiot 45 6,8 0,28 Tak 0,43 0,86
Tluszcz 3,8 8,1 0,32 Tak 0,35 0,70
Widkno 2,1 35 0,13 Tak 0,24 0,48
Mieszanka Wilgotno$é 9,3 10,8 -0,43 Tak 0,49 0,98
paszowa Biatko 16,5 21,1 -0,52 Tak 0,74 1,48
dla drobiu Popitt 46 54 0,27 Tak 0,65 1,30
Tluszez 3,0 55 0,05 Nie 0,46 0,92
Widkno 2,9 5,0 0,45 Tak 0,49 0,98
Pszenica Wilgotnos¢ 10,9 12,5 -0,26 Tak 0,29 0,58
Biatko 9,7 12,5 1,02 Tak 1,06 2,12
Popiot 13 1,6 0,06 Tak 0,15 0,30
Widkno 1,8 2,5 0,54 Tak 0,62 1,24

gdzie: *-RMSEP — $redni kwadratowy btad przewidywania,**-Niepewno$¢ rozszerzona przy wspotczynniku
rozszerzenia k=2.

Whioski: Udziat w badaniach poréwnawczych pasz umozliwia monitorowanie
miarodajnosci wynikow przewidywanych metoda spektrometrii odbiciowej w bliskiej
podczerwieni (NIRS). Pozwala takze na weryfikacje stosowanych kalibracji w celu
ujawniania warto$ci odstajacych W nietypowych matrycach paszowych. Utlatwia
tworzenie zbiorow widm probek, ktore lacznie z warto$ciami przypisanymi z badan
biegto$ci moga by¢ podstawa do opracowania dodatkowych zbiorow kalibracyjnych.
Stworzyt warunki do wilaczenia metody NIRS wg normy przedmiotowej do zakresu
akredytacji metod KLP i akceptacji tego zakresu przez Polskie Centrum Akredytacji.
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WERYFIKACJA METODY OZNACZANIA WITAMIN
A, E1 DWPASZACH METODA HPLC Z DETEKCJA
SPEKTROFOTOMETRYCZNA WG EN 17547

J. RUBAJ, G. BIELECKA, M. SZLACHTA, M. MAJEWSKA, W. KOROL,
Instytut Zootechniki — Panstwowy Instytut Badawczy, Dzial Analityki Laboratoryjnej,
Krajowe Laboratorium Pasz, ul. Chmielna 2, 20-079 Lublin.

Abstrakt: Celem pracy byta weryfikacja metody HPLC z detekcja spektrofotometrycz-
ng oznaczania zawarto$ci witamin A, E i Dy w paszach wg normy EN 17547. Okreslono
nastegpujace parametry walidacyjne: dla witaminy A uzyskano powtarzalnos¢ od 2,9% do
3,4%, $rednio 3,2%; odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna od 3,4% do 3,9%, $rednio
3,6%; stopien odzysku od 99,8% do 101%; niepewnos¢ rozszerzona metodg modelowa
wg GUM od 11,6% do 11,8%, srednio 11,7%; dla witaminy E uzyskano powtarzalnos¢
od 2,0% do 2,2%, $rednio 2,1%; odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna od 2,1% do
3,1%, $rednio 2,6%; stopien odzysku od 99,3% do 99,9%; niepewno$¢ rozszerzona
metoda modelowa wg GUM od 7,0% do 11,7%, $rednio 9,4%; dla witaminy D3
uzyskano powtarzalno$¢ od 2,2% do 2,7%, srednio 2,5%; odtwarzalno$§¢ wewnatrzlabo-
ratoryjna od 2,7% do 3,6%, $rednio 3,2%; stopien odzysku od 99,0% do 99,4%;
niepewnos¢ rozszerzona metoda modelowa wg GUM od 11,7% do 12%, $rednio 11,8%
[1-3]. Uzyskane parametry walidacyjne oceniono jako zadowalajace. Sprawdzona
metoda badania witamin A, E i D3 W paszach moze by¢ zalecona na potrzeby urzedowe-
go nadzoru. Uzyskane wyniki poréwnano z wynikami badaf otrzymanymi metoda
oficjalng wg rozporzadzenia 152/2009 lub deklaracja producenta oraz sprawdzono
poprzez uczestnictwo w badaniach poréwnawczych PT BIPEA 2022, zorganizowanych
przez Miedzynarodowe Biuro Badan Analitycznych BIPEA, Francja dla witamin A i E
W probce mieszanki paszowej (karma dla psa).

Woprowadzenie: Dawka pokarmowa dla zwierzat powinna dostarcza¢ wszystkich
niezbednych skladnikow odzywczych wtym witamin w odpowiednich ilosciach.
Witaminy A, E iD; =zaliczane sg do witamin rozpuszczalnych w ttuszczach
i dopuszczone jako dodatki paszowe do stosowania dla wszystkich grup produkcyjnych
zwierzat, W kategorii dodatkéw dietetycznych zgodnie z rozporzadzeniem (WE)
nr 1831/2003  [4,5]. Witamina  Ajest istotna dla  wzrostu, plodnosci
i odpornosci zwierzat. Niedobor witaminy A obniza odporno$¢ na infekcje, co moze
powodowaé spowolnienie wzrostu zwierzat, a W okresie cigzy zwigksza ryzyko
poronienia. Maksymalna zawarto$¢ witaminy A w mieszankach paszowych wynosi od
6500 j.m./kg (pasza dla $win) do 24000 j.m.kg (preparat mlekozastgpczy dla cielat).
Jednostka migdzynarodowa (j.m.) witaminy A odpowiada 0,3 upg retinolu  [6].
Witamina E jest silnym przeciwutleniaczem, odpowiada wigc za zachowanie rOwnowagi
oksydoredukcyjnej ustroju. Dziata stabilizujaco na struktur¢ bton komoérkowych. Wraz
z selenem odpowiada za eliminacj¢ wolnych rodnikéw. Przypadki przedawkowania
witaminy E praktycznie nie wystepuja. Jedynym negatywnym aspektem wynikajgcym ze
zbyt wysokiego poziomu tej substancji jest gorsze wykorzystanie witamin A i D3 przez
organizm zwierzat [7]. Aktualnie w urzedowej kontroli pasz stosowana jest metoda
oznaczania witamin A i E wg rozporzadzenia 152/2009. Dla witamina D; w paszach
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zostaly ustalone maksymalne zawartosci iwynoszag 2000 IU/kg w mieszankach
paszowych dla $win, 4000 IU/kg w mieszankach dla bydta, owiec i5000 I1U/kg
w mieszankach dla kurczat iindykéw oraz 10000 IU/kg w preparatach mlekozastgp-
czych dla prosiat icielat. Jednostka miedzynarodowa (IU) witaminy D; odpowiada
0,025 pg cholekalcyferolu [8]. Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 152/2009 nie zawiera
oficjalnej metody badania witaminy D3 w paszach [5].

Celem pracy byta weryfikacja, w drodze postgpowania walidacyjnego, metody HPLC
oznaczania witamin A, E i D; wg EN 17547 [2] w dwoch matrycach: premiksach
i mieszankach paszowych zgodnie z aktualnymi wymaganiami w zakresie walidacji
metod badania pasz [1,3].

Czes$¢ eksperymentalna: Probke 0 masie od 5 g do 30 g zawierajaca witaminy A, E
i/lub D3 zwazono do 300 ml kolby stozkowej. W przypadku analizy witaminy Ds,
dodano roztworu witaminy D, (wzorzec wewnetrzny) Wwilosci odpowiadajacej
przyblizonej zawarto$ci witaminy D3. Dodano 1 g kwasu askorbinowego, 100 mg BHT
i 50 mg EDTA. Do kolby dodano 130 ml 96% etanolu oraz 30 ml 50% KOH. Kolbg
z zawartos$cig ogrzewano na tazni wodnej do wrzenia przez 30 minut pod chiodnica
zwrotng. Pobrano 40 ml w miar¢ klarownej cieklej zawartoéci do kolby miarowej 0 poj.
50 ml. Uzupetlniono objetos¢ za pomoca 20% roztworu kwasu askorbinowego.
Zawartos¢ kolby miarowe;j silnie wymieszano i natychmiast naniesiono porcje 15 ml na
kolumne SPE w celu analizy witamin A i E, ana druga kolumng (w miar¢ potrzeby)
réwniez 15 ml roztworu w celu analizy witaminy Dj. Zawarto$¢ kolumn SPE eluowano
cykloheksanem, a wyciek zbierano do kolby miarowej o poj. 100 ml. W przypadku
analizy witaminy Dj, porcje roztworu dozowano na chromatograf cieczowy celem
preparatywnego usuniecia zanieczyszczen (faza ruchoma n-heksan: 2-propanol 98:2;
kolumna NP; detekcja UV-Vis 265 nm) i odciek zbierano we wcze$niej okreslonym
przedziale czasowym do kolby gruszkowej. Porcje zaréwno odcieku z kolumn SPE do
analizy witamin A i E, jak i zebranego odcieku do analizy witaminy D3 odparowano do
sucha na wyparce prozniowej W temp. okoto 40 °C, suchg pozostatos¢ rozpuszczono
w metanolu i ewentualnie rozciefczono za pomocg metanolu. Przesgczony roztwor
dozowano do zestawu HPLC (faza ruchoma metanol : woda 98:2; kolumna C18 RP;
detekcja DAD wit. A 325 nm, wit. E 292 nm, wit. D3 265 nm) i analizowano w oparciu
o krzywe Kkalibracyjne. Uzyskane wyniki poddano ocenie statystycznej, zgodnie
z aktualnymi wymaganiami w zakresie walidacji metod badawczych.

Whyniki: Wyniki sprawdzania metody HPLC oznaczania witamin A, E iD; wg
EN17547 w mieszance paszowej i premiksie przedstawiono w Tabeli 1. Przeprowadzo-
no weryfikacje badanych witamin na dwdch poziomach zawartosci, zblizonych do
zakresow W normie. Dla witaminy as$rednie oznaczone zawartoéci wynosilty
5470 j.m./kg (5610 j.m./kg wg wg rozp. 152/2009) oraz 4282000 j.m./kg
(4263000 j.m./kg wg rozp. 152/2009), wspotczynniki zmiennosci, odpowiednio 3,90%
i 3,4%. Srednie stopnie odzysku witaminy A wyniosty 100,1% dla nizszego i 99,8% dla
wyzszego Z badanych poziomow. Rozszerzona niepewno$¢ pomiaru dla mieszanki
paszowej wyniosta 11,6%, a dla premiksu 11,8%. W przypadku witaminy E wykonano
sprawdzanie na poziomie 24 mg/kg. Srednia oznaczona zawarto$é¢ wyniosta 24,0 mg/kg
(24,2 mg/kg wg rozp. 152/2009). Wspodtczynnik zmiennosci $rednio wyniost 3,1%.
Sredni odzysk witaminy E wyniést 99,3%. Oszacowano rozszerzong niepewno$é
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oznaczania witaminy E w mieszance paszowej na poziomie 11,7%. Poddano badaniom
probke paszy zawierajaca witaming E na poziomie zblizonym do goérnego zakresu
metody. Srednia zawarto§¢ witaminy E w premiksie wyniosta 15300 mg/kg. Dla
poréwnania probke zbadano rowniez metoda oficjalng wg rozp. 152/2009. Wynik byt
podobny i wyniost 15200 mg/kg. Wspotczynnik zmiennosci dla metody wg normy EN
17547 wyni6st érednio 2,1%. Sredni odzysk witaminy E wynidst 99,9% a niepewnosé
rozszerzona 7,0%. W przypadku witaminy Dj; zweryfikowano probki pasz na dwoch
poziomach zawarto$ci podanych w normie: 1978 j.m./kg i 1822118 j.m./kg. Deklaracja
producenta wynosita odpowiednio 2000 j.m./kg i1800000 j.m./kg. Wspotczynniki
zmiennoéci: 3,6% i2,7%. Srednie stopnie odzysku witaminy D3 wyniosty: 99,4% oraz
99,0% odpowiednio dla nizszego |wyzszego poziomu a niepewno$ci rozszerzone
12,0% i 11,7%. Niepewnos$¢ rozszerzong obliczono metoda modelowa wg GUM na
podstawie budzetu niepewno$ci. Uzyskane parametry walidacyjne potwierdzaja
zadowalajaca precyzje badan witamin A, E iD; metoda HPLC wg EN 17547
w sprawdzanych matrycach, tj. W mieszance paszowej i premiksie.

Krajowe Laboratorium Pasz (KLP) sprawdzito ipotwierdzilo swoje kompetencje
w zakresie oznaczania witamin A i E w paszach w licznych badaniach poréwnawczych,
krajowych i migdzynarodowych, zgodnie z metodg zawartg W Rozporzadzeniu Komisji
(WE) nr 152/2009. W badaniu biegto$ci PT BIPEA 2022, zorganizowanym przez Biuro
Badan Analitycznych BIPEA, Francja, uzyskano zadowalajace wyniki badania
witaminy a i E oraz warto$§¢ wskaznika z-score Iz <2I, (Tabela 2), potwierdzajace

zarazem doktadnos¢ sprawdzonej metody wg EN 17547 [2].

Tabela 1. Wybrane parametry walidacyjne oznaczania witamin A, E i D; metodg HPLC

wg EN 17547.
Badany Parametr walidacji Warto$¢ wg EN Wartos$¢ wg
material 17547 rozp.152/2009
Witamina A
Granica oznaczania ilo§ciowego 1100 j.m./kg 2000 j.m./kg
Mieszanka Srednia zawarto§¢ 5470 j.m./kg 5610 j.m./kg
paszowa Powtarzalno$¢ i 3,4% 15%
. Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryj- 3,9% -
peloporcjowa na
Odzysk 101,1% -
Niepewnos¢ rozszerzona 11,6% -
Srednia zawarto$é 4282 000 j.m./kg 4263 000 j.m./kg
. Powtarzalno$¢ 2,9% 15%
Premiks = -
Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryj- 3,4% -
paszowy na
Odzysk 99,8% -
Niepewnos¢ rozszerzona 11,8% -
Witamina E
Granica oznaczania ilo§ciowego 4,0 mg/kg 10,0 mg/kg
Srednia zawarto$é 24,0 24,2
Mieszanka Powtarzalno$¢ 2,2% 15%
paszowa Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryj- 3,1% -
petnoporcjowa na
Odzysk 99,3% -
Niepewno$¢ rozszerzona 11,7% -
Premiks Srednia zawarto$é 15300 mg/kg 15200 mg/kg
paszowy Powtarzalno$¢ 2,0% 15%
Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryj- 2,1% -
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na
Odzysk 99,9% -
Niepewnos¢ rozszerzona 7,0% -
Witamina Ds
Mieszanka Granica oznaczania ilosciowego 2000 j.m./kg -
paszowa Srednia zawarto$é 1978 j.m./kg 2000 j.m./kg*
petnoporcjowa Powtarzalno$¢ 2,6% -
Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryj- 3,6% -
na
Odzysk 99,4% -
Niepewno$¢ rozszerzona 12% -
Premiks Srednia zawarto§¢ 1822118 j.m./kg 1800 000 j.m./kg*
paszowy Powtarzalnos¢ 2,2% -
Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryj- 2,7% -
na
Odzysk 99,0% -
Niepewnos¢ rozszerzona 11,7% -

gdzie: *Deklaracja producenta

Tabela 2. Wyniki uzyskane w badaniach porownawczych PT BIPEA 2022 dla witamin a i E w probce
mieszanki paszowej (karma dla psa).

Ciwnanczyen | U210 | ognicsonia | pagania | SO | Z0r
Witamina a (j.m./kg) 18 21402 24200 3211 0,87
Witamina E (mg/kg) 18 547 548 62 0,02

Whioski: W podsumowaniu przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze sprawdzone
parametry walidacyjne oznaczania witamin A, E i D; metoda HPLC z detekcja spektrofoto-
metryczng Wg EN 17547 okazaty sie dostosowane do celu badan.Uzyskane wyniki
oznaczania witamin A iE w mieszankach paszowych ipremiksach wg EN 17547 byty
porownywalne z wynikami oznaczania uzyskanymi metoda zawarta W Rozporzadzenie
Komisji (WE) nr 152/2009. Wyniki oznaczania witaminy D; w mieszankach paszowych
i premiksach wg EN 17547 byly zgodne z deklaracja producenta. Badanie zawartosci
witamin A, E iD; wpaszach jest istotne z uwagi na aktualne wymagania w zakresie
etykietowania produktéw paszowych.
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ZASTOSOWANIE METOD SPEKTROSKOPOWYCH
W ANALIZIE ILMENITU ZE ZLOZA UKRAINSKIEGO

G. KUZMANENKO!, T. OKHOLINA!, U. MACIOLEK? W. SOFINSKA-
CHMIEL?, M. KUSMIERZ?, M. DREWNIAK? J. ORZEL?
A. GAWRYSZUK-RZYSKO? P. JANUSZ? 'Narodowa Akademia Nauk Ukrainy,
Instytut Nauk Geologicznych, O. Honchar Str. 55-b, 01054 Kyiv, Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej, Wydzial Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Laboratorium
Analityczne, P1. Marii Sktodowskiej-Curie 3, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Celem pracy byla analiza chemiczna ilmenitu pozyskanego ze zloza
ukrainskiego (depozyt Likarivske). W badaniach wykorzystano spektroskopie fotoelek-
tronow  wzbudzanych promieniowaniem rentgenowskim (XPS), spektroskopie
w podczerwieni (FTIR) oraz dyfrakcje rentgenowska (XRD).

Wprowadzenie: IImenit jest naturalnym, pospolitym mineratem zaliczanym do grupy
tlenkow. Ilmenit (inaczej zelaziak tytanowy) to tlenek zZelaza i tytanu o ogoélnym wzorze
FeTiOs, w ktorym zawarto$¢ ditlenku tytanu miesci sie w zakresie od 40 do 65%. Rudy
ilmenitu moga zawiera¢ rowniez niewielkie ilosci wanadu, magnezu i/lub manganu.
Obecnie ilmenit jest glowna rudg stosowang w produkcji tytanu (92 %). Wykorzystuje
si¢ go do produkcji wysokowydajnych czesci metalowych, takich jak: implanty
ortopedyczne, czesci silnikow lotniczych, sprzgt sportowy, syntetyczny rutyl i pigmenty.
Tego typu pigmenty wykorzystywane sa do procesow wybielania m.in. papieru, farb,
past do zebow, klejow, tworzyw sztucznych, zywnos$ci oraz w nanotechnologii [1-3].

Cze$¢ eksperymentalna: Probke do badan pobrano ze zloza ilmenitu (depozyt
Likarivske), ktore znajduje si¢ w obwodzie Kirowohradzkim na Ukrainie. Morfologig
ilmenitu badano w $wietle odbitym/odbitym z filtrem polaryzacyjnym technikg
poglebionej ostrosci EDF z zastosowaniem mikroskopu optycznego Nikon Eclipse
MAZ200. Fazy krystaliczne ilmenitu badano przy uzyciu dyfraktometru rentgenowskiego
Empyrean firmy PANalytical, stosujac monochromatyczne promieniowanie Cu-Ko
(A = 1.5406 A) w zakresie katow dyfrakcji 20 = 4.7-95°. Widmo FT-IR wykonano
technikg transmisyjng w zakresie spektralnym 4000400 cm™, korzystajac ze spektrome-
tru Thermo Scientific Nicolet 8700. Badania XPS przeprowadzono przy uzyciu
wielokomorowego systemu UHV (firma PREVAC). Widma zebrano przy uzyciu
hemisferycznego analizatora elektronow Scienta R4000. Jako wyposazenie uzupetniaja-
ce zastosowano zrodto promieniowania rentgenowskiego Scienta SAX-100 (Al Ka,
1486,6 eV, pasmo 0,8 eV) wyposazone W monochromator rentgenowski XM 650
(pasmo 0,2 eV). Energie przejécia analizatora ustawiono na 200 eV dla widm przegla-
dowych (z krokiem 750 meV) i 50 eV dla regionow (widma 0 wysokiej rozdzielczosci):
Ti2p i Fe2p z krokiem 50 meV). Ci$nienie bazowe W komorze analitycznej wynosito
5,10° mbar. Podczas zbierania widm, nie bylo ono wyzsze niz 3-10° mbar. Pomiary
powierzchni wlasciwej ilmenitu wykonano przy uzyciu automatycznej aparatury ASAP
2420 metoda niskotemperaturowej adsorpcji azotu.
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Wyniki: Wyniki mikroskopowego obrazowania morfologii powierzchni ilmenitu zostaty
przedstawione na rys.l. Metoda niskotemperaturowej adsorpcji azotu wyznaczonO
powierzchnig wlasciwa badanego mineratu i wynosi ona 0,9 m?/g.

a) . b)

I
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Y & - o

L S : "w,:_ o 20 Ly L
Rys.1. Mikrografie z mikroskopu optycznego badanego ilmenitu w §wietle: a) odbitym, b) odbitym z filtrem
polaryzacyjnym.

Zarejestrowany dyfraktogram probki oraz jego poréwnanie ze zwiazkami z bazy danych
dyfrakcyjnych ICDD PDF4+2022, przedstawiono na rys.2. Przeprowadzone badania
dyfrakcyjne wykazaty, ze faze krystaliczng probki stanowi: romboedryczny ilmenit
(79%) i tetragonalny rutyl (21%).
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Rys.2. Dyfraktogram ilmenitu wraz z dopasowanymi fazami z bazy danych dyfrakcyjnych ICDD PDF4+2022.

Rysunek 3 przedstawia przegladowe widmo XPS mineratu. Badana probka to naturalna
ruda, ktora przed pomiarem nie zostata napylana jonowo dlatego jej sktad powierzch-
niowy rézni si¢ od wyidealizowanego wzoru ilmenitu FeTiO; [4]. Analiza XPS
wykazala obecno$¢ na powierzchni mineratu nastgpujacych pierwiastkow: C, N, Na, O,
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Al, Si, Ca, Ti, Cr, Fe. Obecnos¢ Si i Al wskazuje, ze oprocz samego ilmenitu badana
probka zawiera prawdopodobnie rowniez tlenki krzemu iglinu lub glinokrzemiany.
llosciowy sktad powierzchniowy probki zestawiono w Tabeli 1. Na rys.4 przedstawiono
wysokorozdzielcze widma regionow Ti2p oraz Fe2p?, ilmenitu. Parametry grup pikow
(modeli), takie jak wzgledne warto$ci energii wiazania, szerokosci polowkowe czy
wzajemne stosunki po6l powierzchni poszczegdlnych pikéw odwzorowujacych
obwiednie oparto na danych opisywanych w pracach [5,6]. W literaturze warto$ci
energii wigzania charakterystycznej dla piku Ti2p w dwutlenku tytanu wynosza 458,5
eV (rutyl) oraz 458,6 (anataz) [5].

W przypadku zbadanej probki ilmenitu warto$¢ ta wynosi 458,3 eV i jest nieco nizsza od
wartosci literaturowej, lecz w dalszym ciaggu odpowiada atomom tytanu zwigzanym
z czterema atomami tlenu.

Tabela 1. Tlosciowy sktad powierzchniowy ilmenitu.

Pierwiastek | BE (eV) % At % SD Pierwiastek | BE (eV) % At % SD

C 284,7 21,7 0,111 Si 101,7 9,5 0,084

N 400,2 0,5 0,030 Ca 350,7 0,9 0,027

Na 1071,5 1,6 0,135 Ti 458,0 4,6 0,020

[0) 530,7 51,1 0,139 Cr 590,7 04 0,026

Al 74,0 6,8 0,130 Fe 710,7 2,9 0,029
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Rys.3. Przegladowe widmo XPS ilmenitu.

Niestety, na podstawie danych XPS nie jest mozliwe rozstrzygnigcie, czy wartos¢ ta
odpowiada powierzchniowemu ditlenkowi tytanu czy tez tytanowi wbudowanemu
w struktur¢ mineratu. Widmo regionu Fe2p jest znacznie bardziej ztozone, ze wzgledu
na wystgpujace W atomach zelaza skomplikowane sprzezenia elektronow.
W opisywanym przypadku najlepsze dopasowania do danych eksperymentalnych
uzyskano korzystajac z modeli dla tlenku zelaza(I) FeO oraz oksowodorotlenku
zelaza(I1T) FeOOH.
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Rys.4. Wysokorozdzielcze widma regionéw: a) Ti2p, b) Fe2p®/; ilmenitu.

Wartosci energii wigzania poszczegdlnych pikéw oraz ich proporcje bardzo dobrze
odpowiadaja danym literaturowym [6]. Sama obecno$¢ na powierzchni probki réznych
form zelaza, innych niz odpowiadajace idealnej strukturze ilmenitu FeTiO; moze
wynikaé z co najmniej dwoch przyczyn: (i) naturalnej niejednorodnosci probki (nie da
si¢ wykluczy¢, ze przebadany material jest mieszaning wielu mineralow, ktéremu zbitg
formg¢ nadaly procesy geologiczne), (ii) naturalnych proceséw wietrzenia skat zachodza-
cych na skutek kontaktu ich powierzchni ze skladnikami powietrza takimi jak tlen,
woda, substancje kwasne, dziatanie czynnikow fizycznych, W szczegolnosci mechanicz-
nych, zmian temperatury, czy tez czynnikow biologicznych.

Do identyfikacji chemicznej badanego mineralu wykorzystano réwniez spektroskopie
w podczerwieni. Pasmo spektralne w potozeniu 3423 cm™ odpowiada drganiom
rozciagajacym grup hydroksylowych, wigzaniom wodorowym i chemicznie zaadsorbo-
wanej wodzie. Na widmie IR obecne sg rowniez pasma charakterystyczne dla wigzan O—
Ti-O w potozeniu 1035 cm ™' oraz Fe—O w potozeniu 599 cm ™ w ilmenicie (rys.5) [7].
Spektroskopia w podczerwieni potwierdzita wyniki uzyskane metodg XPS.

%Transmitancji

§
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Rys.5. Widmo transmisyjne probki ilmenitu z zaznaczonymi pasmami spektralnymi.
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Whioski: Przeprowadzone badania spektroskopowe potwierdzily, ze badany minerat to
ilmenit. Badania dyfrakcyjne wykazaty, ze faz¢ krystaliczna probki stanowi w 79%
ilmenit i w21% ditlenek tytanu (rutyl). Przeprowadzone badania XPS wykazaly, ze
sktad powierzchni probki ilmenitu rézni si¢ od wyidealizowanej formuty FeTiOs.
Obecne w warstwie zewnetrznej probki pierwiastki, wskazujg na obecno$¢ mineratéw
innych niz ilmenit, prawdopodobnie glinokrzemianéw. Widma wysokorozdzielcze
pokazuja, ze na powierzchni probki obecne sg substancje takie jak tlenek zelaza(Il),
oksowodorotlenek zelaza(IIl) a takze, prawdopodobnie, ditlenek tytanu.
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LIPIDOMICZNE ROZNICOWANIE RAFINOWANEGO
I TLOCZONEGO NA ZIMNO OLEJU SLONECZNIKOWEGO

A. KOZUB', A. STACHNIUK®, A. TRZPIL', K. SZALAJ", J. TOMASZEWSKA-
-GRAS?, E. FORNAL', *Uniwersytet Medyczny, Wydzial Biomedyczny, Zaklad
Bioanalityki, ul.Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin, “Uniwersytet Przyrodniczy
W Poznaniu, Katedra Zarzadzania Jako$cig Zywnosci, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624
Poznan.

Abstrakt: W ponizszej pracy zaprezentowano wykorzystanie metody opartej na
technice chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometria mas (LC/MS) do
poréownania profili lipidomicznych olei stonecznikowych roznigcych si¢ procesem
produkcji. Na podstawie uzyskanych wynikow, poddanych obrobce chemometrycznej
wyznaczono cechy lipidomiczne réznicujgce badane oleje.

Woprowadzenie: Roélinne oleje jadalne jako zrodio thuszczu pokarmowego sg waznym
sktadnikiem diety cztowieka, ze wzglgdu na znaczng warto$¢ energetyczng oraz zawarte
w ich sktadzie bioaktywne sktadniki. Do ich produkcji wykorzystuje si¢ gtdéwnie metode
rafinacji, czyli ekstrakcji oleju z wykorzystaniem rozpuszczalnikéw organicznych oraz
metode tloczenia nasion na zimno ina goraco. Proces rafinacji sktada si¢ z etapow
obejmujacych odsluzowanie, odkwaszanie, bielenie, a takze dezodoryzacje [1].
Stosowany jest w celu usuniecia wielu zwigzkow majacych negatywny wptyw na jakos¢
oleju, takich jak wolne kwasy ttuszczowe, woski i produkty utleniania [2]. Pomimo
faktu, iz rafinacja wydtuza okres przydatnosci spozycia produktu olejowego, doprowa-
dza jednoczesénie do utraty czesci wartosci odzywczych. Dezodoryzacja w podwyzszone;j
temparaturze skutkuje eliminacjg frakcji tokoferoli i steroli, oraz doprowadza do
rozktadu termicznego karotenoidéw. Dodatkowo, W trakcie produkcji oleju ta metoda
powstaja potencjalnie szkodliwe substancje, migdzy innymi chloropropanole [3]. Z tego
powodu, nierafinowany olej tloczony technika na zimno uwazany jest za lepszy
jakosciowo produkt olejowy. Produkcja odbywa sie z wykorzystaniem pras hydraulicz-
nych badz $limakowych wyposazonych w systemy chlodzace, ktore utrzymuja
temparatur¢ nie przekraczajaca 60 °C. Zapewnia to olejom zachowanie wysokiej
zawarto$ci nienasyconych kwasow thuszczowych i naturalnych przeciwutleniaczy, przy
jednoczesnym utrzymaniu przyjemnego smaku i zapachu [4]. Cena olejow tloczonych na
zimno w poréwnaniu do rafinowanych jest wyzsza z powodu mniejszej wydajnosci
procesu oraz stosowania lepszych jakosciowo surowcdw, zapewniajacych produktom
odpowiednig trwato§¢. Doprowadza to do nieuczciwych dziatan w sektorze produkcyj-
nym zwiazanych z falszowaniem technologii produkcji. Kontrola jakosci olei roslinnych
stata sie zatem niezbedng praktykg potwierdzajacg ich autentyczno$¢ i bezpieczenstwo
zdrowotne.

W niniejszej pracy dokonano poréwnania profili lipidomicznych rafinowanego
i nierafinowanego - ttoczonego na zimno oleju stonecznikowego. Analizy przeprowa-
dzono z uzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig
mas typu kwadrupol - analizator czasu przelotu (HPLC-QTOF-MS).
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Cze$¢ eksperymentalna: Rafinowane oleje stonecznikowe (n=3) i ttoczone na zimno
oleje stonecznikowe (n=6) poddano ekstrakcji typu ciecz-ciecz z zastosowaniem
roztworu heksanu i mieszaniny metanol : izopropanol (1:1, v:v). Wyekstrahowane
probki olei wytrzgsano przez 15 min i umieszczono w niskiej temperaturze wynoszacej
4 °C na czas 2 h. Nastgpnie, probki zwirowano i przefiltrowano przy uzyciu filtrow
Titan3 (0,2um, 4mm). Uzyskane ekstrakty przeniesiono do fiolek autosamplerowych
i poddano analizie LC/QTOF. Analizg lipidomiczng prowadzono przy uzyciu ultra-
sprawnego chromatografu cieczowego Agilent Technology HPLC seria 1290 Infinity
sprzezonego ze spektrometrem mas typu kwadrupol-analizator czas przelotu Agilent
Technology 6550 iFunnel LC/QTOF. Do rozdziatu chromatograficznego wykorzystano
kolumne Agilent Zorbax Extend C18 Rapid Resolution HD, 2,1x100 mm o $rednicy
ziaren 1,8 um. Prowadzono elucje gradientowa przez 45 min z szybkoscig przeptywu
fazy ruchomej 0,28 ml/min. Faze ruchoma astanowit 10mM mrowczan amonu
w roztworze metanolu i wody (8:2, v:v), za$ faze ruchomg B 10mM mréwczan amonu
w isopropanolu. Parametry spektrometru masowego ustawiono w nastepujacy sposob:
temperatura gazu rozpylajacego: 200 °C, przeplyw gazu: 14 I/min, ci$nienie nebulizera:
35 psi, napiecie kapilary: 3000. Zrodlo jondéw Agilent JetStream Technology (ESI)
pracowato w trybie jonow dodatnich. Dane rejestrowano za pomocg oprogramowania
Agilent Mass Hunter Data Acquistition (B.09.00). Zostaly one nastgpnie poddane
obrébce chemometrycznej przy pomocy programu Agilent Mass Hunter Profinder oraz
Simca (Sartorius).

Wyniki: Dzieki analizie LC/QTOF w trybie skan MS uzyskano profile lipidomiczne
badanych olei stonecznikowych (rys.1).
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Rys.1. Chromatogramy TIC uzyskane dla rafinowanego oleju stonecznikowego (A) oraz tloczonego na zimno
oleju stonecznikowego (B).

Przy pomocy algorytmu Findy by Molecular Features uzyskano widma
i chromatogramy jonow charakteryzujacych poszczegdlny olej. Uzyskane wyniki
poddano obrobce w celu wytypowania w widmach LC/MS jonoéw m/z charakterystycz-
nych dla rafinowanego oleju stonecznikowego oraz jonéw m/z charakterystycznych dla
oleju stonecznikowego tloczonego na zimno. W celu oceny

95



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

skuteczno$ci roznicowania olei na podstawie ich profili lipidomicznych, wykonano
analiz¢ dyskryminacyjng metodg czastkowych najmniejszych kwadratow (PLS-DA, ang.
partial least squares-discriminant analysis). Rysunek 2 przedstawia rozrzutu danych
analizy PLS-DA. Zaobserwowano wyrazny podzial olei zalezny od ich sposobu
produkcji. Przyktadowe jony roznicujgce zobrazowane zostaty na rys.3. Wyekstrahowa-
no chromatogramy EIC (ang. extracted ion chromatogram) dla jonu obecnego w kazdym
oleju: m/z 909,7163, dla jonu charakteryzujacego oleje rafinowane: m/z

. 840,6726,
a takze oleje ttoczone na zimno: m/z 961,8202.
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Rys.2. Wykres rozrzutu danych (ang. scatter plot) dla anlizy PLS-DA.
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Rys.3. Chromatogramy EIC jonu m/z 909,7163 (A), jonu m/z 840,6726 (B) oraz jonu m/z 961,8202 (C).

Whioski: Otrzymane wyniki potwierdzity, iz przedstawiona metoda LC/QTOF jest
skutecznym narzedziem W réznicowaniu oleju roslinnego wyprodukowanego technika
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rafinacji i ttoczenia na zimno. Zaprezentowane jony roznicujace umozliwiajg potwier-
dzenie autentycznosci badanych olei.

Badania zostaly sfinansowane ze Srodkow Narodowego Centrum Nauki, grant nr 2018/31/B/NZ9/02762
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BADANIE SUPLEMENTACJI KWASAMI FENOLOWYMI
MODELOWEGO CIASTA CHLEBOWEGO ZA POMOCA
LC-QTOF-MS

A. KOZUB', P. SOSNOWSKI', K. SZALAJ', A. NAWROCKA?, E. FORNAL',
YUniwersytet Medyczny, Wydziat Biomedyczny, Katedra Dietetyki i Bioanalityki,
Zaktad Bioanalityki, ul. Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin, “Instytut Agrofizyki im.
Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk, Zaklad Fizycznych Wiasciwosci
Materiatow Roélinnych, ul. Do§wiadczalna 4, 20-270 Lublin.

Abstrakt: Mechanizm interakcji pomigdzy fenolami a glutenem w procesie mieszania
pszenicznego ciasta chlebowego nie jest obecnie znany. Wyniki uzyskane metodami
spektroskopowymi i reologicznymi sugeruja inkorporacje kwasow fenolowych
w strukture glutenu, co wplywa na wlasciwosci przygotowanego ciasta. Celem
niniejszych badan jest proba uzupetnienia wiedzy na temat interakcji pomiedzy kwasami
fenolowymi a biatkami wchodzacymi w sktad glutenu. Proces ten zostal zbadany za
pomoca chromatografii cieczowej sprzezonej z wysokorozdzielcza spektrometria mas
(LC-QTOF-MS).

Whprowadzenie: Jako$¢ pszenicznego ciasta chlebowego oraz pszenicznego chleba jest
silnie zwigzna z procedurg jego przygotowania oraz uzywanymi sktadnikami [1].
Charakterystyczna ,,sprezysto$¢” pszenicznego ciasta wynika przede wszystkim
Z obecno$ci W nim glutenu — biatka strukturalnego, sktadajacego si¢ z glutenin oraz
gliadin. Polimeryczne biatka gluteninowe mozna podzieli¢ na jednostki wysokocza-
steczkowe (HMW-GS) oraz niskoczasteczkowe (LMW-GS), polaczone ze sobag za
pomocg mostkow disiarczkowych. Z kolei monomeryczne gliadiny mozna podzieli¢ na
3 rézne grupy: o/B-gliadyny, y-gliadyny oraz w-gliadyny. Niestety, dla niektérych osob
spozycie glutenu powoduje negatywne dla zdrowia skutki uboczne. Osoby takie
diagnozuje si¢ jako chore na celiakie, chorob¢ Duhringa badz majace nietolerancje
glutenu.

Obecnie poszukuje si¢ metod polepszania warto$ci odzywczych oraz prozdrowotnych
zywnoéci. Jedng z powszechnie stosowanych metod jest wzbogacenie pieczywa za
pomoca fenoli. Przyktadem s3 kwasy fenolowe, cenione za swoje wlasciwosci
antyoksydacyjne oraz przeciwzaplane, bedac jednoczesnie *tatwo wchlanialnymi
W $cianie przewodu pokarmowego. Dodatek tych zwigzkéw podczas procesu przygoto-
wania pszenicznego ciasta chlebowego moze wplyna¢ na sieciowanie glutenu, ostabiajac
strukture ciasta ijednocze$nie zwiekszy¢ jego elastyczno$C. Interakcje zachodzace
pomiedzy fenolami oraz glutenem moga mie¢ rowniez wplyw na zdolno$¢ organizmu do
trawienie glutenu, co moze mie¢ wplyw na rozpoznawanie przez organizm szkodliwych
epitopoéw i zmniejszy¢ ryzyko wystapienia stanu zapalnego [2]. Trzeba jednak pamigtaé
ze zbyt duze stezenie kwasow fenolowych w zywnosci powoduje negatywne odczucia
sensoryczne, takie jak zwigkszona gorzkos¢. Dane otrzymane metodami spektroskopo-
wymi oraz reologicznymi sugeruja wystgpowanie efektu inkorporacji kwasow
fenolowych w strukturg glutenu, ktore nastgpuje W procesie mieszania ciasta chlebowe-
g0 [3]. Niestety mechanizm oraz charakter tych oddzialywan jest obecnie nieznany.
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W niniejszej pracy prezentowane s3 wyniki majace na celu pomdc W okresleniu
odziatywan pomigdzy kwasami fenolowymi oraz glutenem, powstajacych w procesie
mieszania ciasta. W tym celu wykorzystano 8 kwasow fenolowych (4 pochodne kwasu
hydroksybenzoesowego i 4 pochodne kwasu cynamonowego) oraz 3 kontrole (14, 22
i 36 min mieszania).

Cze$¢ eksperymentalna: Wyekstrahowane frakcje glutenu (n = 3), poddane zostaty
catonocnemu trawieniu enzymatycznemu za pomocg trypsyny W temperaturze 38 °C.
Otrzymane peptydy oczyszczono wstepnie za pomoca ekstrakcji na fazie stalej
(SEP-PAK) i odparowano eluent. Suchy produkt rozpuszczono w roztworze 5% ACN
0,1% FA. Przygotowane probki poddano analizie LC-QTOF-MS prowadzonej za
pomoca ultrasprawnego chromatografu cieczowego Agilent Technology HPLC seria
1290 Infinity sprzezonego ze spektrometrem mas typu QTOF Agilent Technlogy
6550 iFunnel. Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie Agilent Zorbax
Extend-C18, 2,1 x 150 mm, $rednica ziarna 1,8 pm w temperaturze 45 °C. Jako faze
ruchomg stosowano 0,1% kwas mréwkowy w wodzie (A) iacetonitrylu (B). Probki
dozowano w objetosci 10 pl i prowadzono elucje gradientowg przez 50 min z szybkoscig
przeptywu fazy ruchomej 0,3 ml/min. Zastosowane nastepujace parametry spektrometru
masowego: zrodto jondw Agilent JetStream Technology (ESI) pracujace w trypie jonow
dodatnich, temperatura gazu rozpylajacego 250 °C, przeptyw gazu 14 1/min, ci$nienie
nebulizera 35 psi, napigcie kapilary 3500. Analize przeprowadzono w trybie skan MS
oraz trybie auto MS/MS (data-dependent acquisition). Uzyskane wyniki analizowano
z wykorzystaniem programéw MassHunter Qualitative (Agilent Technologies) oraz
Byos (Protein Metrics).

Whyniki: Dla kazdego z analizownych ekstraktow glutenu, gdzie ciasto chlebowe
poddane bylo suplementacji, znaleziono sygnal odpowiedniego kwasu fenolowego,
zidentyfikowanego na podstawie czasu retencji oraz warto$ci m/z. Ponadto znaleziono
inne sygnaty charakterystyczne dla danego kwasu fenolowego (indywidualne cechy)
W postaci pikéw 0 danym czasie retencji (RT) oraz pikow masowych (m/z), ktérych nie
udato si¢ na moment pisania tej pracy zidentyfikowaé (rys.1). Zwiekszong ilo$¢ ,,cech”
zaobserwowano dla 3 zwiazkoéw bedacych pochodnymi kwasu cynamonowego.
Poréwnanie profilu proteomicznego wykonano za pomoca wykresow typu ,,volcano
plot”. Wykresy te wykazaly powtarzajaca si¢ i statystycznie znaczaca (p<0,05)
sekwencje peptydowa IFWGIPALLKR pochodzaca od wysokoczasteczkowej gluteniny
HMW-DxS5, ktorej stezenie byto zawsze wigksze po stronie prob kontrolnych (rys.2).
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Rys.1. Liczba ,,indywidualnych cech” znalezionych dla probek suplementowanych oraz probek kontrolnych.

Glutenin HMW A
IFWGIPALLKR ' :

109, (p-vame

) o5 10 T 20 25 e
o9, fold change

Rys.2. Przyktadowy wykres wulkanu dla zidentyfikowanych glutenin poréwnujacy probke kontrolng z probka
suplementowang kwasem protokatechowym.

Whioski: Wykrycie kwasow fenolowych w probkach glutenu oznacza, iz nie zostaty
one usunig¢te W procesie ekstrakcji glutenu, co moze by¢ efektem ich inkorporacji
w strukture biatek glutenowych. Znalezione ,,indywidualne cechy”, suguerujg powsta-
wanie nowych trwatych wigzan pomiedzy pochodnymi kwasu cynamonowego
a gluteninami/gliadynami. Zmiany w poziomie sygnatu sekwencji IFWGIPALLKR,
moga roéwniez sugerowac ze jest to jedna z sekwencji odpowiedzialnych za interakcje
z kwasami fenolowymi.

Badania zostaly sfinansowane ze $srodkéw Narodowego Centrum Nauki, grant nr 2019/35/B/NZ9/02854

Literatura:

1. C. Ferrero, Food Hydrocolloids, 68 (2017) 15.

2. C.B. Van Buiten, J.D. Lambert, R.J. Elias, Molecular Nutrition Food Research, 62 (2018) 1700879.
3. R. Welc, K. Klosok, M. Szymanska-Chargot, A. Nawrocka, Food Chemistry, 389 (2022) 133109.

100



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

SPECJACJA CHROMU W MATERIALACH POLIMEROWYCH

M. CICHOSZ', K. KASPROWICZ!, U. KIELKOWSKA' M. KURZAWA?
K. MAZUREKY, S. DRUZYNSKI}, A. WROBEL-KASZANEK!, A. JAWORSKA,
"Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydzial Chemii, Katedra Chemii
Analitycznej i Spektroskopii Stosowanej, ul. Gagarina 7, 87-100 Torun, 2Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu, Katedra Technologii Chemicznej, ul. Gagarina 7,
87-100 Torun.

Abstrakt: Praca dotyczy badan zwigzanych z oznaczaniem chromu w prébkach
polimerowych oraz obliczen potwierdzajacych jego stgzenie. Oznaczano stgzenia Cr(VI)
w probkach polimeréw, stanowigcych sktadnik materiatu budulcowego zabawek dla
dzieci, zgodnie z normg mi¢dzynarodows ICE 62321-7-2:2017. Wykonano réwniez
analiz¢ statystyczng otrzymanych wynikéw. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono zawarto$¢ chromu(VI) w granicach od 20,243 do 43,549 mg na kg
badanego polimeru.

Woprowadzenie: Chrom jest pierwiastkiem niezbednym do zycia. Powszechnie
wystepuje nie tylko w érodowisku, lecz rowniez w produktach codziennego uzytku,
w ktorych petni chociazby role barwnika. Nie czyni go to jednak pierwiastkiem w peini
bezpiecznym dla ludzkiego zdrowia, gdyz chrom(VI) ma wiasciwosci kancerogenne [1].
Specjacja dotyczy okreslenia doktadnej postaci chemicznej w jakiej pierwiastek
wystepuje W badanej probie. Przyktadem moze by¢ forma wystgpowania arsenu jako
jony trojwartosciowe, pigciowartosciowe lub jako czes$¢ czasteczki organicznej. Wedhug
Everta Nieboera i wspotpracownikéw [2] specjacja to wystepowanie pierwiastka
w oddzielnych, rozpoznawalnych formach. Namiesnik i wspotpracownicy zdefiniowali
specjacje jako ,,proces identyfikacji r6znych form chemicznych i fizycznych w jakich
dany pierwiastek wystepuje W badanej probce” [3].

Specjacja ma duze znaczenie W badaniach toksykologicznych, biochemicznych,
farmaceutycznych, hydrobiologicznych czy w inzynierii ochrony $rodowiska, zwigza-
nych glownie z migracja metali W $rodowisku naturalnym, co ma wplyw na rozwoéj
badan zwigzanych z tg tematyka. Obecnie analiza specjacyjna kojarzona jest gtownie ze
sladowymi iloSciami zwigzkéw danego pierwiastka. Dotyczy to zardéwno pierwiastkow,
ktore majg toksyczny charakter tj. otow, rte¢, selen, chrom, cyna, ale réwniez np.
lantanowcow lub platynowcow [4].

Specjacje mozna rozpatrywac¢ na rozne sposoby. Zalezy to od celu jaki zamierzamy
osiggnaé. Najczesciej spotykana jest specjacja szczegotowa (wlasciwa), okreslenie
pelnego ilosciowego i jakosciowego sktadu form chemicznych wystgpowania danego
pierwiastka w badanym materiale. Wyr6znia si¢ rOwniez specjacje grupowa - okreslenie
lacznej zawarto$ci wyrdznionej grupy zwigzkow badanego pierwiastka czy tez
frakcjonowanie, czyli okre$lenie zawarto$ci pewnych grup zwigzkéw danego pierwiast-
ka charakteryzujacych sie podobnymi wiasciwosciami, bez okreSlenia chemicznej natury
sktadnikéw poszczegdlnych grup [5].

Pierwiastki wystepuja w probkach srodowiskowych w stanach, ktore r6znig si¢ miedzy
soba mobilnoscia, biodostepnoscia i toksycznoscia. Jednym z przykladow moze arsen
czy tez chrom. Roznice W toksycznosci tych pierwiastkow obserwowane sa W zaleznosci
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od stopnia utlenienia. Inne wiasciwoéci ma arsen As®* oraz As®*. Wystepowanie ich
w $rodowisku naturalnym, ale takze antymonu czy selenu, wymaga skutecznej
identyfikacji oraz kontroli ich zawartosci w probkach, z uwzglednieniem réznych form
specjacyjnych.

Celem niniejszej pracy byta specjacja chromu w wybranych materiatach polimerowych.

Cze¢$¢ eksperymentalna: Proby przygotowano i zbadano zgodnie z normg ICE 62321-
7-2:2017, stanowiacg 0 oznaczaniu niektorych substancji w produktach elektronicznych,
czg¢§¢ 7.2: chrom na széstym stopniu utlenienia. Ta cze$¢ normy opisuje doktadng
procedure ilo$ciowego oznaczania Cr(VI) w polimerach i elektronice przy pomocy
metody spektrofotometrycznej. Wykorzystuje si¢ W niej rozpuszczalnik organiczny do
rozpuszczania lub spgczniania probki, po czym nastepuje rozktad probki w celu
ekstrakcji szeSciowartoSciowego chromu. Powstaly kompleks po dodaniu do wyekstra-
howanej proby difenylokarbazydu nalezy poddaé analizie spektrofotometrycznej przy
dtugosci fali 540 nm.

Proby przygotowywano w specjalnych reaktorach hydrotermalnych z wypetnieniem
PTFE (rys.1).

= . [
¥ oy {1
| _ )

Do analizy przygotowano seri¢ roztworé6w wzorcowych oraz proby zawierajace dwa
rozne polimery zawierajace chrom.

W celu przygotowania krzywej wzorcowej do pigciu naczyn reakcyjnych wprowadzono
po 10 mL roztworu do trawienia (wodny roztwor 50% NaOH i Na,CO3) oraz 5 mL
toluenu. Nastepnie dodano 856 mg MgCl,-6H,0, 0,5 mL buforu fosforanowego oraz
odpowiednio 100, 200, 300, 400, 500 pL roztworu wzorcowego dichromianu(V1) potasu.
Proby szczelnie zamknieto w reaktorach, wstawiano do cieplarki iogrzewano
w temperaturze 150°C przez 90 minut. Po tym czasie wyjmowano z cieplarki
i pozostawiano do osiggniecia temperatury pokojowe;.

Kazdg z probek przenoszono ilosciowo do zlewki. Nastepnie rozpuszczano galaretowaty
osad za pomoca spektralnie czystego HNO;. Tak przygotowane probki umieszczano
w rozdzielaczu. Do dalszej analizy wykorzystywano dolng faz¢ wodna, natomiast gorng
fazg toluenowa odrzucano.

Po sprawdzeniu pH roztworu wprowadzano 2,5 mL acetonowego roztworu difenylokar-
bazydu. Rozwoér difenylokarbazydu jest nietrwaly, przechowywano go w ciemnej
butelce wszafce nie dtuzej niz dwa tygodnie. Gdy zmieniata si¢ barwa roztworu,
przygotowywano $wiezy.
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W ten sposOb przygotowang probe przenoszono ilosciowo do kolby miarowej
0 objetosci 50 mL i dopetniano woda demineralizowang do kreski. Cato$¢ dobrze
mieszano i wykonywano analize.

W podobny sposdb przygotowywano proby do badan (Tabela 1). Do reaktorow
odwazano dodatkowo ok. 0,15 g probki polimeru. Jesli proba nie byta w postaci
sproszkowanej, badz wystgpowata W wigkszych kawatkach, zmielono ja za pomoca
mlynka chtodzonego cieklym azotem.

Tabela 1. Przyktadowy sktad prob zawierajacych polimer.

Lp. Roztwor trawienny | Toluen | Chlorek magnezu | Bufor fosforanowy | Polimer
[mL] [mL] [d] [mL] [

10 5 0,85474 05 0,15385

10 5 0,85713 05 0,15610

Analizy wykonywano za pomoca jednowiazkowego spektrofotometru UV-VIS Helios
Gamma, przy dtugosci fali rownej 542,5 nm. Mierzono absorbancj¢ dla wszystkich prob
nie pdzniej niz 30 minut po ekstrakcji.

Wyniki: Na rys.2 i3 przedstawiono widma zarejestrowane dla przygotowanych
roztworéw wzorcowych.
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Rys.2. Widmo absorbancji roztworu wzorcowego
nri,3,4,5.

Rys.3. Widmo absorbancji roztworu wzorcowego
nr2.

Przeprowadzono analize statystyczng uzyskanych wynikow za pomocg programu PS
IMAGO PRO 6.0 wykorzystujac funkcje¢ regresji liniowej z przedziatem ufnosci na
poziomie 95%.

Widma absorbancji wykonano réwniez dla roztworow zawierajgcych polimer.
Przyktadowe widma przedstawiono na rys.4 i 5. Wida¢ na nim wyrazny pik, ktorego
maksimum jest przy dtugosci fali rownej 542,5 nm. Potwierdza to obecno$¢ chromu(VI)
w badanych probach.

Dokonano dziesigciokrotnego pomiaru absorbancji kazdej z prob zawierajacych polimer
od razu po przygotowaniu roztworéw. Dodatkowo pomiary powtoérzono po uplywie
40 minut.
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Rys.4. Widmo absorpcyjne roztworu Rys.5. Widmo absorpcyjne roztworu
zawierajacego polimer 1 wykonane od razu po zawierajacego polimer 2 wykonane od razu po
przygotowaniu proby. przygotowaniu proby.

Zaobserwowano znaczacg réznicg W pomiarze absorbancji roztworow migdzy
analizowanymi od razu, a tymi po uptywie 40 minut od sporzadzenia prob. Zanotowano
zmniejszenie absorbancji, co jednoczesnie skutkowalo zmniejszeniem stezenia
chromu(VI1) w probach. Wynika to z faktu, iz chrom na VI stopniu utlenienia jest
nietrwaly, a W postaci roztworow ulega reakcji dysproporcjonowania i zmienia swoj
stopien utlenienia do chromu(lll).

Whioski: Stwierdzono, ze etap przygotowania prob do analizy (warunki ogrzewania
i ekstrakcji, jednorodno$¢) ma istotny wptyw na morfologic powstajacego osadu.
Otrzymane roztwory nalezy badaé nie pdzniej niz 30 minut od przeprowadzenia
ekstrakcji, bioragc pod uwagg ich zdolnos¢ do odbarwiania si¢ pod wptywem czasu.

Na podstawie rownania Krzywej wzorcowej obliczono stezenia chromu w probach
wilasciwych oraz dokonano ich analizy statystycznej. W roztworach stwierdzono
obecnos¢ chromu(VI) badanych o stezeniach od 0,0632 mg/L do 0,1340 mg/L. Na tej
podstawie obliczono zawarto$¢ chromu(VI) w mg/kg polimeru. Miesécita sie ona
w zakresie od 20,243 mg/kg do 43,549 mg/kg.

Przeprowadzenie procesu przygotowania prob zgodnie z norma jest nie tylko czaso-
chlonne, ale rowniez drogie ze wzgledu na stosunkowo duze objetosci odczynnikow
uzywanych do analizy oraz ich ograniczone czasowo trwatosci.

Stwierdzenie obecnosci chromu(VI) nie wptywa korzystnie na ocen¢ badanego
polimeru, przez zagrozenie jakie moze on powodowa¢ dla zdrowia.
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IZOLACJA AKTYNIDYNY Z OWOCU KIWI

M. CICHOSZ!, U. KIELKOWSKA! M. KURZAWA? S. DRUZYNSKI
K. MAZUREK®, A. WROBEL-KASZANEK®', A. JAREBSKA®, B. IGLINSKI',
'Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydzial Chemii, Katedra Chemii
Analitycznej i Spektroskopii Stosowanej, ul. Gagarina 7, 87-100 Torun, 2Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu, Katedra Technologii Chemicznej, ul. Gagarina 7,
87-100 Torun.

Abstrakt: W pracy zaprezentowano izolacje aktynidyny z owocow kiwi. Uzyskany
enzym poddano wieloetapowemu oczyszczaniu. Okreslono wptyw pH i sktadu uktadu
buforowego na maksymalng aktywno$¢ aktynidyny. Analizowano roéwniez wplyw
temperatury, czasu inkubacji oraz stezenia substratu na oczyszczong aktynidyng.
Najwyzszg aktywnos$¢ specyficzng aktynidyny osiaggnieto dla czasu inkubacji 60 minut
oraz temperatury 40 °C. Przy stezeniu kazeiny wynoszacym 1,2 mg/mL osiagnieto
najwyzsza aktywnos$¢ enzymatyczng 160 jednostek/mL.

Whprowadzenie: Owoc kiwi Actinidia deliciosa to owoc, ktory jest bardzo popularny
W systemie zywieniowym czlowieka ze wzgledu na swoja przyjemna konsystencje,
smak, wysoka zawarto$¢ witaminy C i sktadnikow mineralnych (zwlaszcza potas, fosfor
i zelazo) i jest niskokaloryczny. Niemniej jednak owoce kiwi sg dobrym Zrodtem kwasu
foliowego a jego nasiona zawierajg duzg ilo§¢ witaminy E. Autorzy [1] stwierdzili, ze
sok zkiwi zawiera wiele enzymow, Wtym biatek, ktore sg wykorzystywane
W przemysle spozywczym. Istnieje wiele rodzajow owocoéw kiwi oraz dwa gtowne typy
na mi¢dzynarodowym rynku handlowym, sg to zielony owoc kiwi i ztoty owoc kiwi.
Najbardziej powszechnym typem jest zielony owoc, ktory zawiera okoto 83% wody, 9%
cukru, 3% btonnika, 1% biatka i mata ilo$¢ sktadnikow mineralnych [2]. Podobnie jak
w innych ro$linach, biatko kiwi wystgpuje w dwoch rodzajach: rozpuszczalnym
i nierozpuszczalnym.

Aktynidyna, bedaca enzymem, jest biatkiem rozpuszczalnym w wodzie o0 najwickszej
zawarto$ci W roslinie. Enzym ten gromadzi si¢ W najwiekszym stopniu W owocach Kiwi
W poréwnaniu z innymi czg¢$ciami rosliny kiwi (korzen, liscie, todyga i korona). Gtéwna
zaletg tego enzymu jest to, ze odgrywa wazng role W rozpuszczaniu duzych ilosci biatek
zawartych w zywnosci, takich jak np. biatka miesa.

Aby wyodrebni¢ ten enzym z owocoOw kiwi, stosuje si¢ surowy ekstrakt, ktory mozna
uzyska¢ z lisci lub suche nasiona, a nastgpnie traktuje si¢ je roztworem ekstrakcyjnym
stosujagc  odpowiednig technikg, ktéra pomaga enzymowi przeniknaé rézne blony
bialkowe. Naste¢pnie enzymy moga by¢ ekstrahowane przy uzyciu roztworu buforowego
lub techniki zamrazania a szybkie rozmrazanie moze by¢ wykorzystane do rozbicia
twardych komoérek $ciany. Oczyszczanie enzymu wykonuje si¢ w Kilku etapach
oddzielonych od siebie, ktore zaleza od wtasciwosci fizycznych i chemicznych enzymu,
tak, aby stopniowo oddzieli¢ go od niepozadanych sktadnikéw, co skutkuje zwigksze-
niem aktywnosci specyficznej dla enzymu [3].

Na rys.1 zaprezentowano 0golng strukture aktynidyny - diagram wstegowy aktynidyny
z dwiema domenami (L iR) oraz regionem zawiasowym. Sg one reprezentowane
odpowiednio przez kolory niebieski (domena L), fioletowy (domena R) i pomarafnczowy
(region zawiasowy) [4].
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Rys.1. Diagram wstggowy aktynidyny.

Celem niniejszej pracy byta ekstrakcja oraz oczyszczenia enzymu aktynidyny uzyskane-
go z owocow kiwi przy uzyciu dostepnych metod.

Czes¢ eksperymentalna: Owoce kiwi pozyskiwano z lokalnych sklepéw warzywni-
czych. Czyszczono je imyto, tak aby pozby¢ sie zanieczyszczen i pestycydow.
Nastgpnie owoce obierano ikrojono na drobne kawatki. Tak przygotowane kiwi
wykorzystano do dalszych badan. Aktynidyng ekstrahowano metoda ekstrakcji
roztworem sktadajacym sie z chlorku sodu i kwasu borowego. Surowy enzym poddano
dziataniu 80% (NH,4),SO,4 w stalej temperaturze (4 °C) i delikatnie mieszano. Nasycony
roztwor mieszano przez noc z wykorzystaniem mieszadla magnetycznego. Nastepnie,
mieszaning odwirowano przy 11300 G w temperaturze 4 °C. Otrzymany osad ponownie
zawieszono w minimalnej ilo$¢ buforu ekstrakcyjnego (0,1 M fosforan sodu bufor,
1,0mM DTT, 1,0 mM EDTA, pH 7,0), anastepnie dializowano wobec buforu
zawierajacego 0,1 M fosforan sodu, 1,0 mM EDTA i bufor o pH 7,0 z wykorzystaniem
membrany celulozowej. St¢zenie biatka w dializacie oszacowano metoda Bradforda.
W toku prowadzonych prac okres$lono wplyw pH isktadu uktadu buforowego na
maksymalng aktywno$¢ aktynidyny. Specyficzng aktywnos$¢ aktynidyny mierzono przy
réznym pH z wykorzystaniem roznych ukladow buforowych: bufor octanowy o pH
3,5-4,5, bufor cytrynianowy o pH 4,5-6,0, bufor fosforanowy o pH 6,0-8,0 oraz bufor
Tris=HCI (pH 7,0-8,5). Analizowano réwniez wplyw temperatury na oczyszczona
aktynidyne, test przeprowadzono w temperaturze od 20 do 60 °C w obecnosci buforu
fosforanowego (0,1 M) przy pH 7,5 przez 30 min. Wykonano réwniez analize wplywu
czasu inkubacji substratu na aktynidyng. Aby okres$li¢ wplyw czasu inkubacji, na
aktywno$¢ aktynidyny oznaczano jg po inkubacji obranych owocdéw w czasie 20, 40, 60,
80 i 100 min w buforze fosforanowym (0,1 M) o pH 7,5 w 37°C.

Wyniki: W wyniku ekstrakcji uzyskano 15,6 jednostek aktywnos$ci enzymatycznej/mL,
39 jednostek aktywnosci wlasciwej /mg i zawarto$¢ biatka wynoszacag 0,4 mg/ mL, tak,
jak przedstawiono w Tabeli 1. Otrzymany wynik koreluje z danymi przedstawionymi
przez [4].
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Tabela 1. Etapy oczyszczania aktynidyny.

. Y .. | Zawarto$¢ | Aktywno$¢ | Aktywnos¢ C
Kroki . Objetos¢ | Aktywnos¢ biatka specyficzna calkowita Wydfjnosc
oczyszczania [mL] [U/mL] [mg/mL] [Ulmg] [U/mL] [%]
Roztwor surowy 200 15,4 0,4 38,5 3120 100
Wiytracanie
siarczanem(V1)
amonu (80%) 20 76 0,6 126,7 1520 48,72
i dializa
Wymiana jonowa 15 39,1 0,2 195,5 587 18,8
Filtracja zelowa 15 21,1 0,095 222,1 317 10,2

Aktywnos¢ specyficzna aktynidyny w zaleznosci od temperatury
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Rys.3. Zalezno$¢ aktywnosci specyficznej
aktynidyny od czasu inkubacji.
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Rys.4. Zalezno$¢ aktywnosci specyficznej aktynidyny od stezenia kazeiny.

Na szybkos¢ reakcji enzymatycznych ma wptyw wiele czynnikow fizykochemicznych
m.in. temperatura, pH, stezenie substratu, itp. Kazdy enzym wykazuje maksimum
aktywnosci W okreslonym optymalnym zakresie parametrow. W zalezno$ci od rodzaju

enzymu, to maksimum moze by¢ rozne.

Temperatura jest jednym z wazniejszych czynnikow wplywajacych na przebieg reakcji
enzymatycznych. Jej wzrost zwieksza energie kinetyczng czgsteczek, atym samym
czgsto$¢ ich zderzen. Ma to wplyw na wzrost szybkosci przebiegu reakcji enzymatycz-
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nej. Jednak zbyt wysoka temperatura (powyzej optymalnej), moze doprowadzi¢ do
denaturacji struktury enzymu igwaltownego spowolnienia zachodzacych reakcji.
Szybkos¢ reakcji enzymatycznej wzrasta tylko w takim zakresie temperatury, w ktorym
enzym pozostaje stabilny. Optymalna temperatura dla wigkszo$ci enzymow miesci sie
w zakresie 30-45 °C. W temperaturze powyzej 60 °C enzymy ulegaja nicodwracalnej
denaturacji.

Aktywno$¢ specyficzng aktynidyny badano w zakresie temperatur 20-60 °C (co 5°C),
przy pH = 7,5 (rys.2). Stwierdzono, ze wynosi ona 60, 75,6, 121,0, 142,4, 145,0, 127,1,
98,8, 51,6 i 38,2 jednostek/mg odpowiednio prze temperaturze 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55 i60 °C. Wyraznie wida¢, Zze aktywnoéé enzymatyczna uleglta poprawie poprzez
wzrost temperatury, maksymalng wartos¢ 145,0 jednostek/mg osiagneta w temperaturze
40 °C. Nastepnie aktywno$¢ spadta drastycznie do 38,2 w temperaturze 60 °C.

Wyniki przedstawione na rys.3, pokazuja, ze na aktywnos$¢ specyficzna aktynidyny ma
wpltyw czas inkubacji. Przy dluzszej inkubacji, czyli trwajacej powyzej 60 minut
obserwujemy gwattowny spadek aktywnosci. Wyjasnieniem tego jest wickszy stopien
denaturacji enzymow, zawartych w badanych ekstraktach.

Ruch enzyméw w komoérkach jest zwykle bardzo wolny. W przestrzeni wewnatrzko-
morkowej to czasteczki substratu zderzajg si¢ ze sobg oraz z czasteczkami enzymu.
Wzrost stgzenia substratu ma wptyw na tworzenie kompleksu enzym-substrat. Kompleks
ten jest trwaly do momentu, kiedy substrat przeksztatca si¢ w produkt lub gdy przypad-
kowe ruchy cieplne spowoduja zwrotng dysocjacje kompleksu na enzym
i nieprzeksztatcony substrat. Kazdy enzym wykazuje ograniczong zdolno$¢ wigzania
i przeksztatcania substratu..

Na rys.4 przedstawiono wptyw stezenia substratu - kazeiny na aktywnos$¢ specyficzna
aktynidyny pozyskanej z owocow kiwi. Przy stezeniu kazeiny 1,24 mg/mL aktywnos¢
specyficzna osigga maksymalng warto$¢ - 160.0 jednostek/mg. Po przekroczeniu tej
warto$ci aktywno$¢ maleje. Jest to spowodowane tym, ze po przekroczeniu optymalnego
stezenia, przy ktorym wszystkie miejsca aktywne enzymu S3 wysycone substratem,
dalszy wzrost stezenia kazeiny nie ma wptywu na szybko$¢ reakcji enzymatycznej.

Whioski: Wpracy opisano sposob izolacji aktynidyny z owocow kiwi. Okre§lono wptyw
pH iskladu uktadu buforowego, temperatury iczasu inkubacji na maksymalna
aktywnos$¢ aktynidyny. Najwyzsza aktywno$¢ specyficzna aktynidyny osiagnigto dla
czasu inkubacji 60 minut oraz temperatury 40 °C. Przy stezeniu kazeiny wynoszacym
1,2 mg/mL osiagnieto najwyzsza aktywno$¢ enzymatyczng 160 jednostek/mL.
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WYKORZYSTANIE METOD SPEKTROSKOPOWYCH
W ANALIZIE WYBRANYCH SKEADNIKOW AMARANTUSA

M. KURZAWA! P. URBANSKA!, U. KIELKOWSKA?’ K. MAZUREK?
S. DRUZYNSKI?>, M. CICHOSZ? ‘'Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,
Wydziat Chemii, Katedra Chemii Analitycznej i Spektroskopii Stosowanej, ul. Gagarina
7, 87-100 Toruf, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Katedra Technologii
Chemicznej, ul. Gagarina 7, 87-100 Torun.

Abstrakt: Przedmiotem badan byta analiza wybranych sktadnikow prozdrowotnych
w ziarnach amarantusa oraz w amarantusie ekspandowanym. Zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych, flawonoidow, witaminy E, mikro- i makroelementow oraz aktywno$é
antyutleniajaca analizowano w ekstraktach etanolowo-wodnych. Wigkszg aktywno$é
antyutleniajaca oznaczong metoda DPPH oraz CUPRAC izarazem najwicksza
zawartoscig zwigzkow polifenolowych, flawonoidéw oraz witaminy E charakteryzowaty
si¢ ziarna amarantusa. Zawartos¢ wybranych mikro- i makroelementéw 0znaczono
metoda spektrofotometryczng oraz ASA. Stwierdzono, ze proces ekspandowania
wplywa na zawarto$§¢ badanych zwiazkow, w wigkszosci przypadkow ich ilo$¢ jest
nizsza.

Woprowadzenie:  Amarantus jest jedng Znajstarszych  ro$lin  uprawnych.
W przeszto$ci uprawiany byl przez plemiona Aztekow oraz Inkéw i nazywany przez
nich ,,$wictym ziarnem”. Obecnie amarantus wraca na stoly ize wzgledu na jego
warto$¢ odzywcza jest nazywany ,,pozywieniem trzeciego tysigclecia”. Mamy do
czynienia z pewnego rodzaju ,odrodzeniem” tejze ro§liny, ze wzgledu na tatwosc
uprawy, niewymagajace warunki §rodowiskowe a takze wszechstronno$é¢ wykorzystania
ziaren. Amarantus uwazany jest za alternatywe dla tradycyjnych zboz. Na rynku
spozywczym wystepuje W do$¢ réznorodnej postaci. Sprawdza sie jako podstawa i jako
dodatek do dan. W sprzedazy sg takze dostgpne jego przetwory takie jak: maka, ziarno,
ptatki, nasiona, olej tloczony na zimno a takze amarantus ekspandowany.

Amarantus ekspandowany, czyli tak zwany popping amarantusowy, powstaje poprzez
ekspansje gazu obecnego W ziarnach amarantusa za pomocg roznicy cisnien. Ziarna
amarantusa zostajg oczyszczone, doprowadzone do odpowiedniej wilgoci oraz poddane
dziataniu wysokiej temperatury. Objgtos¢ powstatego produktu jest nawet do dziesigciu
razy wigksza od objetosci pierwotnej, zmieniajg si¢ rowniez jego wiasciwosci fizyko-
chemiczne. Maka z amarantusa jest powszechnie uzywana do produkcji zywnoSci
dietetycznej oraz zywienia medycznego. Ziarna mozna wykorzystywaé¢ do produkcji
preparatow witaminowych oraz suplementow diety.

Obecnie amarantus jest powszechnie uzywany jako pozywienie W wielu krajach. Mtode
liscie oraz ziarna amarantusa sg bogate w biatko, mikro i makroelementy, witaminy.
Ponadto amarantus zawiera wiele zwiazkow 0 charakterze antyutleniajgcym, w tym
migdzy innymi flawonoidy czy zwiazki polifenolowe [1-4].

Celem pracy bylo oznaczenie zawarto$ci wybranych sktadnikow odzywczych: witamin
i mineralow oraz substancji prozdrowotnych. W tym kwasow fenolowych i flawonoidow
w ziarnie amarantusa i amarantusie ekspandowanym. Badania miaty na celu okreslenie
wplywu procesu ekspandowania na zawarto$¢ badanych zwiazkow.
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Cze$¢ eksperymentalna: Przedmiotem badan byly ziarna amarantusa oraz amarantus
ekspandowany. Przed przystapieniem do badan probki zostalty rozdrobnione
W mozdzierzu a nastgpnie poddano je procesowi ekstrakcji poprzez wytrzasanie na
wytrzasarce platformowej. Jako rozpuszczalnika uzyto mieszaniny woda/etanol
w stosunku 1:1. Proces ekstrakcji prowadzono w temperaturze 22 °C przez 4 godziny.
W celu oznaczenia zawartosci mikro — makroelementow material badawczy zostat
poddany mineralizacji mokrej wspomaganej energia mikrofal. W analizowanych
probkach oznaczano zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych metoda Folina-Ciocalteau
(F-C), zawarto$¢ flawonoidéw metodg farmakopealna, aktywno$¢ antyutleniajaca
metodg DPPH i CUPRAC oraz zawarto$¢ mikro i makroelementéw z wykorzystaniem
techniki ASA i spektrofotometrycznej. Metoda F-C oparta jest na reakcji redukcji
zwigzku molibdenu w $rodowisku zasadowym przez zwiazki polifenolowe zawarte
w badanej probce. Efektem tej reakcji jest pojawienie si¢ zielono-niebieskiego
zabarwienia roztworu, ktorego absorbancje¢ mierzono przy dtugosci fali A = 725 nm. Jako
wzorzec w przeprowadzonych analizach zastosowano kwas kawowy. Zawarto$¢
flawonoidéw oznaczono wykorzystujac ich zdolno$¢ do tworzenia barwnych potaczen
z jonami glinu. Analiz¢ prowadzono przy dtugosci fali 428 nm. Jako wzorca uzyto
kwercetyne.

Analiza aktywnos$ci antyutleniajgcej metodg CUPRAC oparta jest na redukcji miedzi(Il)
przez obecne w probce antyoksydanty. Powstale jony miedzi(I) tworza barwne
polaczenia z neokuproina, ktéore wykazuje maksimum absorpcji przy A = 450 nm. Jako
wzorzec stosowano kwas kawowy. Wyznaczanie aktywnosci antyutleniajacej metoda
DPPH polega na okresleniu zdolnosci do wygaszania rodnika 2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazylu (DPPH). W wyniku reakcji obserwowany jest spadek intensywnos$ci
barwy roztwordw, ktory jest proporcjonalny do zawartosci antyutleniaczy W probce.
Jako wzorca w tej analizie uzyto troloxu. Pomiary wykonano przy dtugosci fali 517 nm.
Witaming E oznaczono metodg spektrofotometryczng wykorzystujac zdolnos¢ redukeji
jonéw zelaza(IIl) przez tokoferol i utworzenie barwnego polgczenia powstatych jonow
zelaza(Il) z 2,2-dipirydylem. Pomiary wykonano przy dtugosci fali 520 nm.

Whyniki: Oznaczanie zawarto$ci polifenoli, flawonoidow, aktywnos$ci antyutleniajace;j
oraz witaminy E wykonano metods krzywej wzorcowej. W Tabeli 1 zestawiono
podstawowe parametry uzyskanych krzywych wzorcowych.

Tabela 1. Parametry krzywych wzorcowych wykorzystywanych w oznaczeniach.

Metoda Folina - Ciocalteau
Zakres, . . . 2 LOD, LOQ,
CA mg/dm® Rownanie krzywej ' CA mg/dm?® CA mg/dm®
0,052-4,16 y=(0,273+0,004)x-(0,040+0,011) 0,9991 0,0018 0,0059
Metoda DPPH
Zakres
' . . . 2 LOD, LOQ,
TEEE%mg Réwnanie krzywej r pumol TE/dm® | umol TE/dm?
1-10 y=(580,6+15,6)x+(5,9+0,9) 0,9942 1,04 3,48
Metoda CUPRAC
Zakres, RS ek . 2 LOD, CA LOQ,
CA mg/dm® OWRANIe KIzywej r mg/dm?® CA mg/dm®
0,52-4,16 y=(0,276 +0,004)x- 0,9991 0,17 0,59
(0,040+0,011)
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Oznaczanie zawartosci flawonoidow

Zakres, Rownanie krzywej r? LOD, LoQ,
Q mg/dm® W Zywe) mg/dm® mg/dm®
0,53-12,82 y=(0,001+0,074)x+(0,006+0,008) 0,9989 0,006 0,020

Witamina E

Zakres, . . . 2 LOD, LOQ,

mg/dm?® Réwnanie krzywej r mg/dm?® mg/dm?®
0,12-1,20 y=(0,094+0,002)x+(0,003+0,001) 0,9985 0,009 0,030

gdzie: *CA — kwas kawowy, **Q — kwercetyna, ***TE — ekwiwalent troloxu
Na podstawie krzywych wzorcowych i wynikéw pomiaréw obliczono zawarto$é
poszczegolnych sktadnikow w analizowanych probkach. Wyniki analiz przedstawiono
w Tabeli 2.

Tabela 2. Zestawienie uzyskanych wynikéw analiz.

Oznaczenie Ziarna amarantusa Amarantus ekspandowany
Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych 23,30 +0,11 13,48 0,14
[mg CAE*/100g s.m.]
Zawarto$¢ flawonoidow 24,81 +0,22 21,53 +£0,22
[mg QE**/100g s.m.]
Aktywno$¢ antyutleniajagca (DPPH) 347,7+0,7 311,6 £1,4
[umol TE***/100g s.m.]
Aktywno$¢ antyutleniajaca 23,30 +0,11 13,48 0,14
(CUPRAC)
[mg CAE*/100g s.m.]
Zawarto$¢ witaminy E 1,14 +£0,06 0,84 +0,05
mg/100g s.m.

gdzie: *CAE — ekwiwalent kwasu kawowego, **QE — ekwiwalent kwercetyny, ***TE — ekwiwalent troloxu

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze badane produkty zawieraja do$¢ znaczace iloSci
zwigzkéw prozdrowotnych, w tym przede wszystkim antyoksydantow. Na szczegdlna
uwagg zastuguje stosunkowo duza aktywnos¢ antyutleniajaca oznaczona metoda DPPH,
ktéra Swiadczy 0 znaczacej zdolnosci badanych ekstraktow do wygaszania wolnych
rodnikoéw. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna réwniez zauwazyé, ze proces
ekspandowania wptywa na zawarto$¢ badanych zwigzkow bioaktywnych.

Kolejng serig analiz bylo oznaczenia wybranych sktadnikow mineralnych. Analizy
przeprowadzono wykorzystujac pomiary spektrofotometryczne (analiza wapnia) oraz
atomowa spektroskopig absorpcyjng. Ponizej w Tabeli 3 zestawiono parametry

krzywych wzorcowych
Tabela 3. Parametry krzywych wzorcowych wykorzystywanych w oznaczeniach wybranych metali.
Ca2+
Zakres, i . . 2 LOD, LOQ,
mg/dm?® Réwnanie krzywej r mg/dm?® mg/dm?®
0,25-250 | y=(0,154+0,005)x-(0,008+0,001) 0,9962 6,68:10° 2,23-10"
M92+
Zakres, , . . 2 LOD, LOQ,
mg/dm3 Roéwnanie krzywej r mg/dm3 mg/dm3
5-40 y=(0,0951%0,0001)x-+(0,041=0,01 0,9942 467107 1,56-107
0)
Cu2+
Zakres, . . . 2 LOD, LOQ,
mg/dm?® Rownanie krzywej ' mg/dm?® mg/dm?®
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0,10-2,00 [ y=(0,078+0,001)x-(0,029+0,001) | 09990 [ 1,39-10° | 4,63-10°
Zn2+
Zakres, i . . 2 LOD, LOQ,
mg/dm?® Réwnanie krzywej r mg/dm?® mg/dm?®
0,50-7,00 | y=(0,113+0,004)x+(0,224+0,016) 0,9943 151107 5,05-107
Fe**
Zakres, i . . 2 LOD, LOQ,
mg/dm3 Roéwnanie krzywej r mg/dm3 mg/dm3
0,50-500 | y=(0,117+0,005)x+(0,220+0,014) 0,9936 8,63:10° 2,88-107

W celu oznaczenia wybranych sktadnikow mineralnych probki zostaty poddane
procesowi mineralizacji, a nastepnie analizowane z wykorzystaniem spektroskopii UV-
Vis oraz ASA. Jak wynika z Tabeli 4 ziarna amarantusa i amarantus moga stanowic¢
cenne zrodlo sktadnikow mineralnych szczegdlnie miedzi, cynku izelaza. Ztego
wzgledu produkty te moga z powodzeniem zastgpowaé niektore dostgpne na rynku
suplementy diety.

Tabela 4. Zestawienie wynikow analizy zawarto$ci mikro i makroelementow.

Préba Ca Mg Cu Zn Fe
[mg/100g] | [mg/100g] | [mg/100g] | [mg/100g] | [mg/100g]
Ziarno 2,66+0,12 | 32,54 0,36 | 4,89 0,61 | 9,73 0,23 | 16,48 £0,19
amarantusa
AMarantus |y 2 1015 | 36,04 £1,88 | 2,09 40,54 | 6,84 2021 | 22,13 22,02
ekspandowany

Whioski: Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze ziarna amarantusa sg cennym
zrodtem sktadnikow prozdrowotnych oraz mikro i makroelementow. Porownujac dane
uzyskane dla ziaren amarantusa i amarantusa ekspandowanego mozna zauwazy¢, ze
proces ekspandowania ma wplyw przede wszystkim na zawarto$¢ antyutleniaczy, ale
tylko nieznacznie wplywa na zawartos¢ sktadnikow mineralnych.
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WYKORZYSTANIE METOD SPEKTROSKOPOWYCH
W OCENIE WPLYWU WARUN K()W ZAMRAZANIA WARZYW
NA ZAWARTOSC ZWIAZKOW BIOAKTYWNYCH
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K. MAZUREK? S. DRUZYNSKI’, *Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,
Wydzial Chemii, Katedra Chemii Analitycznej i Spektroskopii Stosowanej, ul. Gagarina
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Abstrakt: Przeprowadzone badania miaty na celu zbadanie wptywu sposobu zamrazania
na zawarto$¢ zwigzkow bioaktywnych w wybranych warzywach. Material badawczy
stanowity trzy rodzaje cebul: z6lta, szalotka i czerwona oraz warzywa zielone takie jak:
szpinak, rukola i jarmuz. Proby byly zamrazane w sposob konwencjonalny, W ciektym
azocie oraz poprzez liofilizacje. W uzyskanych produktach oznaczono: zawarto$é
tiocyjanianow, aktywno$¢ antyutleniajgcg metodami FRAP, CUPRAC oraz DPPH,
kwasy fenolowe metoda ARNOVA, zwiazki fenolowe metoda Folina-Ciocalteu,
catkowitg zawartos¢ flawonoidéw oraz sucha mase. Wplyw proceséw chlodniczych na
zawarto$¢ sktadnikow prozdrowotnych zbadano opierajac si¢ na metodach spektrofoto-
metrycznych. Na podstawie uzyskanych wynikéw okreslono brak istotnych zaleznosci
miedzy omawianymi procesami, a aktywnoscig antyutleniajagca oraz zawartoscia
zwigzkow fenolowych. Stwierdzono réwniez destrukcyjny wptyw procesu liofilizacji na
zawarto$¢ tiocyjanianow oraz kwasoéw fenolowych w poréwnaniu do innych omawia-
nych metod chtodniczych.

Wprowadzenie: Od niepamietnych czaséw temat utrwalania zywno$ci jest jednym
z kluczowych aspektow zycia ludzkiego, albowiem surowe produkty spozywcze
zazwyczaj cechuja sie krotkim czasem przydatnosci do spozycia. Jedna
z najkorzystniejszych form utrwalania zywnosci, pod wzgledem biologicznym, jest
mrozenie. Proces ten ma na celu zamrozenie zawartej W produkcie wody (powyzej 80% jej
zawartos$ci), poprzez obnizenie temperatury produktu ponizej punktu krioskopowego
(temperatury krzepnigcia wody wraz z substancjami rozpuszczonymi), czego skutkiem jest
ograniczenie proceséw fizycznych, biologicznych i chemicznych prowadzacych do zmian
jakosci produktu. Wraz z obnizaniem temperatury przebieg zmian jako$ciowych produktu
zostaje spowolniony a nawet zahamowany w temperaturach ponizej -18 °C [1-3].
Liofilizacja (suszenie sublimacyjne) jest procesem laczacym operacje suszenia
i mrozenia. Istotg liofilizacji jest sublimacja lodu z produktu, tzn. bezpo$redniego
odparowania z pominieciem stanu ciektego. Zjawisko to moze zachodzi¢ pod ci$nieniem
atmosferycznym, jednakze z uwagi na jego bardzo wolny przebieg, stosuje si¢ obnizone
ci$nienie.

Celem pracy bylo zbadanie wpltywu roznych sposobow mrozenia na zawarto$é
wybranych sktadnikow w warzywach. Powyzszy wptyw zostat okre§lony na podstawie
wynikow uzyskanych z nastgpujacych oznaczen: zawarto$ci tiocyjaniandow, sumy
kwasow fenolowych metoda ARNOVA, sumy zwigzkéw fenolowych metoda Folina-
Ciocalteu, catkowitej zawartos¢ flawonoidéw, aktywno$ci antyutleniajacej metoda
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FRAP, CUPRAC oraz DPPH, oraz suchej masy. Jako technik¢ pomiarows wykorzysta-
no spektrofotometrig.

Czes$¢ eksperymentalna: Material badawczy stanowily dwie grupy pordwnawcze tj.
trzy rodzaje surowej cebuli: zotta, czerwona oraz szalotka. Druga grupe ,.zielong”
tworzyly liscie: rukoli, szpinaku i jarmuzu. Kazdy rodzaj cebuli zostat obrany z suchych
tupin istarty na plastikowej tarce, natomiast liscie zostaly rozdrobnione r¢cznie,
rozdzierajac je na mniejsze kawatki. Tak przygotowany material zostal rozdzielony
i poddany procesom liofilizacji, mrozenia azotem oraz tradycyjnego mrozenia
W zamrazarce. Surowce po przeprowadzeniu proceséw chiodniczych zostaly poddane
maceracji poprzez odwazenie okoto 0,5 g materiatu do kolby stozkowej i dodanie 50 ml
mieszaniny etanol:woda w proporcji 1:1. Po 16 godzinach maceracji probki wytrzasano
przez 1 godzing i przesaczono.

Oznaczenie zawartosci jondéw tiocyjanianowych przeprowadzono wylgcznie dla
ekstraktow z jarmuzu. Metoda polegata na wykorzystaniu zdolnosci jonéw SCN™ do
tworzenia barwnych potaczn z jonami zelaza (I11).

Metoda FRAP okre§la zdolno$¢ redukowania jonow zelaza(Ill) przez antyutleniacze
zawarte w danej probce. Mechanizm oznaczenia opiera si¢ na reakcji redukcji jondw
Fe** do jonéw Fe®*, ktore wraz z TPTZ (2,4,6-tripirydylo-s-triazyna) tworza zwiazki
kompleksowe o intensywnym niebieskim zabarwieniu.

Metoda CUPRAC okres$la zdolno$¢ redukowania jonéw miedzi(Il) przez antyutleniacze
zawarte w danej probce. Mechanizm oznaczenia opiera si¢ na reakcji redukcji jondw
Cu* do jonéw Cu*, ktére wraz z neokuproing (2,9-dimetylo-1,10-fenantrolina) tworza
zwigzki kompleksowe 0 pomaranczowo zoitym zabarwieniu.

Metoda DPPH wykorzystuje 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH), ktory jest wolnym
rodnikiem o duzej trwato$ci. Mechanizm oznaczenia opiera si¢ na wychwyceniu
elektronu nalezacego do substancji antyutleniajacej (reduktora). Rodnik DPPH
w roztworze alkoholowym charakteryzuje si¢ fioletowo-niebieskg barwa, ktora w czasie
reakcji redukcji zmienia si¢ na zotta.

Metoda Arnova oparta jest na barwnej reakcji kwasow fenolowych z odczynnikiem
Arnova(wodny roztwor molibdenianu sodu i azotanu(lll) sodu), podczas ktorej powstaje
pomaranczowo-czerwony produkt.

Oznaczenie sumy zwiazkoéw fenolowych przeprowadzono z wykorzystaniem popularnej
metody F-C (Folin-Ciocalteu). Mechanizm oznaczenia opiera si¢ na reakcji zwigzkow
fenolowych z odczynnikiem F-C w wyniku, ktorej powstaje zwiazek 0 niebieskiej
barwie. Zwiazki fenolowe ulegaja utlenieniu pod wptywem kwasoéw fosfomolibdenowe-
go i fosfowolframowego (odczynnik F-C) w §rodowisku zasadowym co zwigzane jest
z powstawaniem anionu fenolowego.

Oznaczenie zawartoSci flawonoidéw opiera si¢ na reakcji tworzenia chelatowych
polaczen flawonoidow z chlorkiem glinu. Powstale zwigzki charakteryzuja si¢ zottym
zabarwieniem.

Wyniki: Oznaczanie zawarto$ci polifenoli, flawonoidow, aktywnos$ci antyutleniajace;j

oraz tiocyjanianowych wykonano metoda krzywej wzorcowej. W Tabeli 1 zestawiono
podstawowe parametry uzyskanych krzywych wzorcowych.
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Tabela 1. Parametry krzywych wzorcowych wykorzystywanych w oznaczeniach.

Metoda Folina - Ciocalteau
Zakres, . . . 2 LOD, LOQ,
CA mg/dm?® Rownanie krzywej r CA mg/dm® CA mg/dm?®
0,50-5,00 y=(0,093+0,001)x-(0,083+0,004) 0,9985 0,22 0,66
Metoda DPPH
Zakres, RS ek . 2 LOD, LOQ,
umol TE/dm?® ownanie Krzywej r pumol TE/dm® | pmol TE/dm?
1-100,55,0 y=(133,60,3)x+(8,4£0,9) 0,9970 1,20 3,60
Metoda CUPRAC
Zakres, R6 ok . 2 LOD, CA LOQ, CA
CA mg/dm® ownanie krzywey mg/dm® mg/dm®
0,50-3,00 | y=(0,305 +£0,009)x-(0,265£0,016) |  0,0972 0,16 048
Metoda FRAP
Zakres, Ré ek . 2 LOD, CA LOQ, CA
TE mg/dm® owname krzywej r mg/dm? mg/dm?
1,0-8,0 y=(101,7 +1,5)x-(0,144+0,0071) 0,9992 0,25 0,75
Oznaczanie sumy flawonoidéw
Zakres, Réwnanie kr . 2 LOD, LOQ,
Q mg/dm® Zywe) r mg/dm® mg/dm?
1,00-14,00 | y=(0,667+0,027)x+(0,059:0,020) 0,9924 0,13 0,38
Oznaczanie sumy kwasow fenolowych
Zakres, Ré e k . 2 LOD, LOQ,
mg/dm® ownanie krzywey r mg/dm® mg/dm®
2,0-16,0 y=(0,571+0,021)x+(0,028+0,018) |  0,9913 17 50
Oznaczanie jonoéw tiocyjanianowych
Zakres, , . . 2 LOD, LOQ,
mg/dm® Roéwnanie krzywej r mg/dm® mg/dm®
2,0-10,00 y=(0,035+0,001)x+(0,556+0,008) 0,9964 0,73 2,21

gdzie: *CA — kwas kawowy, **Q - kwercetyna

Na podstawie krzywych wzorcowych iwynikow pomiaréw obliczono zawarto$é
poszczegodlnych sktadnikéw w analizowanych probkach. Wyniki analiz przedstawiono

na rysunkach 1-6.
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polifenolowych.

Analiza zawarto$ci jondw tiocyjanianowych W jarmuzu wykazata, ze ich najmniejsza
ilo$¢ znajduje si¢ W surowcu poddawanym procesowi liofilizacji (13,28+0,21 mg/g
s.m.). W prébkach mrozonych konwencjonalnie oraz w ciektym azocie zawarto$¢ jonow
SCN’ wynosity odpowiednio 50,68+1,58 mg/g s.m. oraz 51,93+2,09 mg/g s.m.

Whioski: Proces liofilizacji spowodowatl ponad czterokrotny spadek st¢zenia
tiocyjanianow W badanych  probkach  jarmuzu. Probki poddane  mrozeniu
konwencjonalnemu oraz z wykorzystaniem ciektego azotu nie wykazujg znaczgcych
roéznic miedzy sobg. Wyniki oznaczania aktywnosci antyutleniajgcej 0znaczonej trzema
metodami wskazaly na brak zaleznosci pomigedzy metoda zamrazania a zawarto$cig
antyoksydantow W badanych warzywach. Oznaczajac sumg¢ kwasow fenolowych
stwierdzono, ze wszystkie probki poddane procesowi liofilizacji charakteryzujg sie, co
najmniej dwukrotnie nizsza ich zawarto$cig W porownaniu do pozostatych probek.
Probki mrozone konwencjonalnie oraz z wykorzystaniem cieklego azotu nie wykazuja
znaczacych réznic miedzy soba. Suma zwigzkow fenolowych oznaczana metoda F-C,
podobnie do oznaczen aktywnos$ci antyutleniajacej, jest praktycznie niezalezna od
sposobu mrozenia. Wyniki analizy flawonoidow wskazuja, ze ich zawarto$¢
w wigkszosci probek mrozonych ciektym azotem jest nieznacznie nizsza W poréwnaniu
do pozostatych probek zamrazanych lub liofilizowanych.
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OCENA POSTEPU REAKTYWNEGO WYTLACZANIA SKROBI
TERMOPLASTYCZNEJ METODA SPEKTROSKOPII FTIR

J. OSTROWSKA, K. SOLTAN, W. SADURSKI, P. TYNSKI, M. PALUCH, Sie¢
Badawcza PLukasiewicz — Instytut Nowych Syntez Chemicznych, Grupa Badawcza
Tworzywa Biodegradowalne, al. Tysiaclecia Panstwa Polskiego 13a, 24-110 Putawy.

Abstrakt: Przeprowadzono charakterystyke produktow otrzymanych w wyniku
reaktywnego wytlaczania skrobi natywnej z uktadem plastyfikujacym gliceryna/kwas
thuszczowy stosujac spektroskopie w podczerwieni (FTIR-ATR). W tym celu otrzymano
granulaty skrobi termoplastycznej (TPS) przy uzyciu wytltaczarki dwuslimakowe;j.
Analizie poddano probki TPS zawierajace gliceryne oraz mieszaning gliceryny
z kwasem palmitynowym. Aby potwierdzi¢ zachodzacy proces estryfikacji plastyfikato-
ré6w podczas przetworstwa wykonano syntez¢ gliceryny z kwasem thuszczowym
w warunkach laboratoryjnych, w temperaturze analogicznej do procesu wytlaczania.

Wprowadzenie: Otrzymywanie skrobi termoplastycznej (TPS) metoda przetwor-
stwa polega na wytlaczaniu skrobi natywnej z dodatkiem plastyfikatora
w warunkach podwyzszonej temperatury, ci$nienia i pod wptywem sit $cinajgcych.
Na skutek tego struktura krystaliczna skrobi ulega zniszczeniu, a otrzymany produkt
jest termoplastem o charakterze amorficznym. Je$§li podczas wytwarzania granulatu
rownoczesnie zachodzi reakcja chemiczna pomiedzy substratami, mowa jest
0 procesie reaktywnego wytlaczania, w ktorym wytlaczarka peini role reaktora
chemicznego. Czas przebywania tworzywa w wytlaczarce wynosi najczgsciej kilka
minut, dlatego metoda ta opiera si¢ na reakcjach zachodzacych szybko (sieciowanie,
kompatybilizacja) i w obecnosci silnie reaktywnych zwigzkow (bezwodniki, kwasy,
nadtlenki). W przypadku otrzymywania skrobi termoplastycznej na przebieg procesu
reaktywnego wytlaczania maja wptyw zastosowane zmigkczacze. Uktad plastyfiku-
jacy moze doprowadzi¢ do zajScia reakcji chemicznej pomigedzy poszczegdlnymi
sktadnikami wewnatrz wytlaczarki [1-3]. Jesli jako plastyfikator podczas wytlacza-
nia skrobi termoplastycznej uzyty zostanie glicerol ikwas tluszczowy, mozna
zaktada¢ zaj$cie reakcji zarowno pomiedzy skrobig a glicerolem, badz kwasem, jak
i estryfikacje kwasu tluszczowego z alkoholem.

Kwasy ttuszczowe sa to dlugotancuchowe alifatyczne kwasy monokarboksylowe
zawierajace co najmniej 10 atomow wegla. Przykltadami powszechnie stosowanych
kwasow nasyconych sa kwas palmitynowy (C;sH3;COOH) i stearynowy (C;7H3sCOOH),
za$ nienasyconych kwas oleinowy (C;;H33COOH) i linolowy (C,7H3,COOH). Wraz ze
wzrostem stopnia nienasycenia kwaséw maleje ich stabilno$¢ i wzrasta podatno$¢ na
utlenienie [4]. Kwasy tluszczowe ze wzgledu na obecno$¢ reaktywnej grupy karboksy-
lowej mozna poddawac reakcjom chemicznym, z ktorych gléwng jest estryfikacja
glicerolem w celu otrzymania thuszczéw (rys.1) [5,6].
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Rys.1. Schemat reakeji estryfikacji kwasu thuszczowego glicerolem [5].

Przeprowadzenie prostej estryfikacji wolnych kwasow thuszczowych glicerolem wymaga
wysokiej temperatury i dlugiego czasu reakcji. Uzyskuje si¢ niskiec wydajnosci.
W literaturze opisano wiele metod utatwiajacych zajscie tego procesu. Aby obnizyé
temperature reakcji stosuje si¢ katalizatory, najczgéciej kwasy lub enzymy. Dobor
selektywnego katalizatora pozwala otrzymaé w przewadze mono-, di- lub trigliceryd.
Na sktad mieszaniny poreakcyjnej ma takze wplyw stosunek molowy substratow.
Nadmiar gliceryny kieruje zajscie estryfikacji W stron¢ monoglicerydéw, przy czym
przylaczenie si¢ kwasu do terminalnej grupy -CH, glicerolu przewaza nad podstawie-
niem w pozycji 2 (rys.2). W przypadku zastosowania nadmiaru kwasu w produktach
reakcji nalezy spodziewac si¢ triglicerydow. Czas reakcji estryfikacji wydtuza sie wraz

ze wzrostem dlugosci tancucha kwasu thuszczowego oraz stopnia jego nienasycenia
[5,7,8].

O
Il CH,-OH
CH;—OH 0 CHyO-C—R [ 277
I I
CH—OH + R—C—OH —>E CH—OH + CH—O-C—R + H,O0
CH;—OH CH;~OH CH;-OH

1-mono (90%) 2-mono (10%)
Rys.2. Schemat reakcji otrzymywania monoglicerydow [6].

Mimo obecnosci W wyzszych kwasach tluszczowych hydrofilowej grupy karboksylowej,
s one niepolarne i nie rozpuszczaja si¢ W wodzie. Odmienne whasciwosci charakteryzu-
ja gliceryng, ktora z woda miesza si¢ bez ograniczen. Roéznica W polarnosci substratow
i produktow procesu estryfikacji prowadzi do wystgpienia W uktadzie dwdch odrebnych
faz. W niepolarnej fazie cigglej (kwas, estry) rozproszona jest faza polarna (glicerol
i woda) [9].

Kwasy tluszczowe w przetworstwie polimerow znajduja zastosowanie jako $rodki
antyadhezyjne i smarne. Stosowane sa jako zmigkczacze, a wigzanie hydrofobowych
reszt kwasowych przez polimery prowadzi do zmniejszenia absorpcji wody [10]. Uzycie
kwasow ttuszczowych do estryfikacji skrobi natywnej prowadzi do otrzymania estrow,
ktore moga petni¢ rolg stabilizatorow i zagestnikow W przemysle spozywczym. Kwasy
tluszczowe zwigkszaja stabilno$¢ termiczng skrobi ipoprawiaja jej wiasciwosci
mechaniczne [11].

Cze$¢ eksperymentalna: Otrzymywanie granulatu skrobi termoplastycznej (TPS)

Skrobi¢ termoplastyczng otrzymano W procesie wytlaczania skrobi ziemniaczanej
(Trzemeszno, Polska) w obecnosci plastyfikatorow w zakresie temperatur 70-140 °C,
przy uzyciu wytlaczarki dwuslimakowej wspolbieznej firmy LABTECH Engineering
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(L/D=48:1). Proces przeprowadzono dla dwoch rodzajéw kompozycji, w ktdrych uzyto
nastepujace ilosci plastyfikatorow: 1) 30% wag gliceryny (cz.d.a. >99,5%, POCH®)
wzgledem masy skrobi oraz 2) mieszaning 30% wag gliceryny i3% wag kwasu
palmitynowego (> 98%, Sigma-Aldrich®) w przeliczeniu na mase skrobi. Otrzymane
nitki tworzywa chtodzono na tasmociagu za pomoca powietrza, a nastgpnie granulowano
przy uzyciu granulatora cigcia bocznego.

Reakcja estryfikacji kwasu thuszczowego

Reakcje estryfikacji kwasu palmitynowego z glicerolem prowadzono przy nadmiarze
alkoholu (w stosunku molowym 1:3) bez uzycia katalizatora. Kolb¢ okraglodenna
z substratami umieszczono w tazni olejowej i ogrzano do 120 °C. Reagenty byty stale
mieszane z predkoscig ok. 200 rpm za pomoca mieszadla magnetycznego. Reakcje
prowadzono przez 48 godzin. W odstepach czasu (3 godz., 12 godz., 36 godz.)
pobierano probke, ktéra poddawano analizie technika ATR-FTIR. Widma wykonano za
pomocg spektroskopu Nicolet iS10 (Thermo Scientific) w temperaturze pokojowej
z rozdzielczoécig 4 cm™ w zakresie spektralnym podczerwieni 4004000 cm™.

Wyniki: Na rys.3 przedstawiono widma w podczerwieni skrobi uplastycznionej
W procesie wyttaczania gliceryng TPS(G) oraz mieszaning gliceryny i kwasu palmity-
nowego TPS(G+KP).
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Rys.3. Porownanie widm FTIR skrobi natywnej oraz granulatow skrobi termoplastyczne;j.

Efektywnos$¢ zaj$cia procesu plastyfikacji, tym samym tworzenia wigzan wodorowych
pomiedzy skrobig natywng a plastyfikatorami potwierdza obecno$¢ pasm absorpcji przy
liczbach falowych 998 cm™ i 1018 cm™ [12]. Odpowiadaja one drganiom rozciaggajacym
wigzania C-O w grupie C-O-C skrobi. Szerokie pasmo absorpcji z maksimum przy
3289 cm™ przypisuje sie drganiom rozciagajacym grupe -OH, za$ pasma w zakresie
spektralnym 2879-2926 cm™ opisuja drgania rozciagajace wigzania C-H. Réznice
pomiedzy dwoma widmami sg niewielkie i mozliwe do zaobserwowania dopiero dla
dodatku kwasu palmitynowego w ilo$ci co najmniej 3%. W widmie TPS(G+KP) obecne
sq dwa pasma absorpcji 0 malej intensywnosci przy 1704 cm™ oraz 1735 cm™, ktore sa
charakterystyczne odpowiednio dla drgan rozciggajacych C=0 w grupie karboksylowej
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oraz drgah rozciggajacych C=0 w estrach. Pasma te znajdujg si¢ W bliskim sgsiedztwie
pasma absorpcji przy liczbie falowej 1648 cm™ pochodzacego od drgah grupy -OH
w alkoholu oraz zaabsorbowanej wody. Mozna zatem wnioskowaé, ze W procesie
wytlaczania gliceryna bierze udziat zarowno w plastyfikacji skrobi, jak i reakcji
estryfikacji z kwasem palmitynowym. Hipoteze te potwierdzono analizujac produkty
reakcji estryfikacji prowadzonej etapowo w kolbie w warunkach laboratoryjnych. Po
zadanym czasie mieszania w temperaturze 120 °C produkty reakcji studzono, po czym
pobierano probke frakcji statej do analizy. W temperaturze pokojowej, mieszanina
reakcyjna ulegata rozdzieleniu na dwie niemieszajace si¢ ze sobg frakcje. Gorna — faza
stala 0 bialym zabarwieniu stanowita glownie mieszaning kwasu palmitynowego
i estrow. W fazie dolnej (ciektej) wyodrebniata si¢ gliceryna i woda. Zmiany w widmie
IR w zakresie charakterystycznym dla drgan rozciggajacych grupe karbonylowa
w kwasach (~1700 cm™) iestrach (~1735cm™) stwierdzono dopiero po uplywie
3 godzin reakcji (rys.4).

Wydhuzenie czasu prowadzenia reakcji powoduje zwigkszenie intensywnos$ci pasma
absorpcji pochodzacego od drgan grupy karbonylowej w estrach oraz zmniejszenie
intensywno$ci pasma absorpcji pochodzacego od wigzania C=0 w kwasie palmityno-
wym. Po uptywie 36 godzin rownowaga reakcji wyraznie przesuwa si¢ W Kierunku
tworzenia estru. Dalsze wygrzewanie mieszaniny reakcyjnej do 48 godzin nie powoduje
zmian w widmach FTIR. W uktadzie pozostaje kwas ttuszczowy w obecnos$ci glicerydu
i nadmiaru alkoholu.
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Rys.4. Widma FTIR produktow reakcji kwasu palmitynowego z gliceryna.

Na rys.5 zestawiono widma FTIR statej frakcji mieszaniny poreakcyjnej (po 36 godz.)
i kwasu palmitynowego w pelnym zakresie spektralnym. W zwiazku z zastosowaniem
nadmiaru gliceryny, mozna zaktada¢, ze gldéwnym produktem estryfikacji jest monopal-
mitynian glicerolu. W widmie IR obecne jest intensywne pasmo pochodzace od drgan
grupy hydroksylowej (~3350 cm™). Jednak jednoznaczne okreslenie udziatu mono-, di-
oraz triestrow W produkcie reakcji wymaga charakterystyki produktéw dodatkowymi
technikami analitycznymi.
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Rys.5. Poroéwnanie widm w podczerwieni kwasu palmitynowego i mieszaniny produktow reakcji estryfikacji.

Whioski: Przeprowadzone badania pozwolily na oceng przebiegu wyttaczania skrobi
plastyfikowanej gliceryng ikwasem palmitynowym. Analiza technikg FTIR-ATR
wykazala, ze podczas wytwarzania tworzywa W procesie przetworczym gliceryna nie
tylko reaguje ze skrobia, ale rowniez bierze udziat w estryfikacji kwasu tluszczowego,
pomimo nicobecno$ci katalizatora reakcji i krotkiego czasu kontaktu substratow.
Tworzenie estru faworyzowane jest przez duzy nadmiar alkoholu w $rodowisku
reakcyjnym, natomiast przy nadmiarze wody rownowaga reakcji przesuwa si¢
w kierunku tworzenia kwasu karboksylowego. W widmach w podczerwieni skrobi
termoplastycznej otrzymano sygnaty pochodzace od kwasu i glicerydow, analogiczne do
produktow reakcji przeprowadzonych w kolbie.

Projekt pn. ,,Opracowanie technologii otrzymywania nowych biodegradowalnych materialéw
polimerowych na bazie skrobi termoplastycznej przeznaczonych do wytwarzania folii”
(Nr LIDER/36/0198/L-10/18/ NCBR/2019) jest finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju
w ramach programu LIDER X
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ZASTOSOWANIE GLIKOLI POLIETYLENOWYCH JAKO
DODATKOW PLASTYFIKUJACYCH SKROBIE

M. PALUCH, P. TYNSKI, W. SADURSKI, M. KONKOL, K. SOLTAN, Sie¢
Badawcza Lukasiewicz — Instytut Nowych Syntez Chemicznych, al. Tysiaclecia Panistwa
Polskiego 13a, 24-110 Putawy.

Abstrakt: W niniejszej pracy zaprezentowano mozliwo$¢ zastosowania metody
spektroskopii w podczerwieni (FTIR) oraz dyfraktometrii rentgenowskiej (XRD) do
oceny przebiegu procesu plastyfikacji skrobi. Metody te wykorzystano do obserwacji
zmian w strukturze chemicznej skrobi w zaleznosci od masy czasteczkowej glikolu
polietylenowego (400, 6000, 20000 g/mol), zastosowanego jako dodatku wspotplastyfi-
kujacego. Omowiono zmiany zachodzgce na widmie FTIR skrobi i przesuniecia pasm
charakterystycznych bedace wynikiem procesu plastyfikacji oraz w strukturze
krystalicznej skrobi w oparciu o analizy XRD. Oceniono wpltyw poszczegdlnych
dodatkéw PEG na stabilnos¢ tworzonych wigzan oraz struktury chemicznej wytwarzanej
skrobi termoplastycznej.

Whprowadzenie: Skrobi¢ termoplastyczng (TPS) najczesciej otrzymuje si¢ W procesie
wytlaczania skrobi natywnej wraz z plastyfikatorami. Czg¢sciowo krystaliczna budowa
skrobi natywnej zostaje zniszczona i powstaje skrobia o amorficznej strukturze, ktéra
moze by¢ przetwarzana za pomocag konwencjonalnych technologii stosowanych
W przetworstwie tworzyw sztucznych [1,2]. Na wiasciwosci skrobi termoplastycznej
takie jak: struktura chemiczna, wlasciwo$ci termiczne i mechaniczne, znaczgco wplywa
rodzaj zastosowanego plastyfikatora idodatkow wspotplastyfikujacych [2]. Glikole
polietylenowe, ktore sg zwigzkami ,nielotnymi” dodawane sg jako wspotplastyfikator
W celu ograniczenia migracji glownego plastyfikatora na powierzchni¢ materiatu i tym
samym przeciwdzialaniu procesowi retrogradacji skrobi. Proces retrogradacji polega na
tym, ze skrobia termoplastyczna powraca do swojej pierwotnej struktury krystalicznej,
co jest zjawiskiem niekorzystnym.

W pracy przedstawiono wyniki badan wptywu zastosowanego dodatku wspotplastyfiku-
jacego — glikolu polietylenowego o réoznych masach czasteczkowych na proces
plastyfikacji skrobi iwlasciwosci otrzymywanej skrobi termoplastycznej. Zmiany
w strukturze materiatow analizowane byty w oparciu o widma spektroskopowe FTIR
i analize struktury metodg XRD.

Cze$¢ eksperymentalna: Pomiar widm w podczerwieni skrobi natywnej oraz
granulatow skrobi termoplastycznej wykonano za pomocg spektroskopu Nicolet iS10
produkcji Termo Scientific. Widma zostaty zarejestrowane za pomocg odpowiedniej
przystawki technika ATR (Attenuated Total Reflection) w temperaturze pokojowej
z rozdzielczo$cig 4 cm™ w zakresie spektralnym 650-4000 cm™.

Do badan metoda XRD probki skrobi termoplastycznej zmielono po wczesniejszym
zamrozeniu W ciektym azocie i wpostaci proszku umieszczono w odpowiednim
holderze. Pomiary XRD przeprowadzono na dyfraktometrze firmy PANalytical
Empyrean wyposazonym W detektor PIXcel3D ilampie Cu-K z filtrem niklowym.
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Probki zmierzono z zastosowaniem tej samej optyki wiazki padajacej i ugictej
w zakresie pomiarowym (26) od 5 do 40° przy kroku pomiarowym 0,01°.

Granulaty skrobi termoplastycznej otrzymano w procesie wytlaczania natywnej skrobi
ziemniaczanej i plastyfikatora za pomoca wyttaczarki dwuslimakowej, przy zastosowa-
niu odpowiedniego zakresu temperaturowego i sit $cinajacych. Jako gtéwny plastyfika-
tor zastosowano glicerol, ktory stanowit 30% wag. kompozycji w przeliczeniu na suchg
mase skrobi. Jako dodatki wspolplastyfikujace wykorzystano glikole polietylenowe
0 masach czgsteczkowych 400, 6000 oraz 20000 g/mol, a dodatek poszczegdlnych
wspotplastyfikatorow PEG wynosit 1% wag. lub 2% wag.

Wyniki: Spektroskopia w podczerwieni (FTIR) w zaleznosci od rodzaju plastyfikatora
lub kompozycji plastyfikujacych wytwarzana skrobia termoplastyczna charakteryzuje si¢
okreslong stabilno$cia struktury. Analizujac potozenie pasm charakterystycznych skrobi
mozna oceni¢ jak zastosowany plastyfikator lub uklad plastyfikujacy wptynat na
strukture otrzymywanego materiatu TPS.

Na rys.1 przedstawiono widmo FTIR skrobi natywnej i otrzymanej skrobi termopla-
stycznej w procesie plastyfikacji glicerolem, a w Tabeli 1 zestawiono wartosci liczb
falowych dla pasm charakterystycznych skrobi termoplastycznej w zaleznoéci od
zastosowanego uktadu plastyfikujacego.
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Rys.1. Widmo FTIR skrobi natywnej i termoplastycznej.

Proces plastyfikacji skrobi prowadzi do zmian w jej strukturze. W wyniku dziatania
plastyfikatora, sit S$cinajacych itemperatury podczas procesu wyttaczania zostajg
zerwane  wewnatrzczgsteczkowe | miedzyczasteczkowe — wigzania ~ wodorowe
w tancuchach skrobi pomiedzy grupami hydroksylowymi. W miejsce tych wigzan
tworzg sie wigzania wodorowe pomiedzy grupami -OH skrobi i plastyfikatora.
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Tabela 1. Pasma charakterystyczne na widmie FTIR skrobi natywnej i termoplastycznej.

Uklad plastyfikujacy Wigzania wodorowe |C-O w C-O-H skrobi| C-O w C-O-C skrobi

Skrobia natywna 3303 cm™ 132; gmi 996 cm*
30% GC 3287 cm* 13% gmi 996 cm*

30% GC + 1,0% PEGuo 3286 cm'* o gmi 995 cm'*
30% GC + 1,0% PEGsoao 3286 cm'* o ‘C’mi 995 cm*
30% GC + 1,0% PEGaoao 3285 cm't s gmi 995 cm'*
30% GC + 2,0% PEGuao 3285 cm'* o gmi 994 cm'*
30% GC + 2,0% PEGsoao 3286 cm 18‘7‘3 gmi 995 cm*
30% GC + 2,0% PEGz0a0o 3286 cm'* o gmi 995 cm*

Analizujac widma FTIR poszczegdlnych granulatow TPS obserwuje si¢ przesunigcie
pasm charakterystycznych w poréwnaniu do skrobi natywnej. Kazde z analizowanych
pasm pochodzace od wigzan wodorowych uleglo przesunieciu w kierunku nizszych liczb
falowych, tj. Z 3303 cm™ do ok. 3285 cm™. Zgodnie z modelem oscylatora harmonicz-
nego, ktory stosowany jest W spektroskopii FTIR, dtugos¢ falowa pasma pochodzaca od
konkretnego wiagzania zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem sity oddziatywania. To sugeruje,
ze nowo powstate wigzania wodorowe pomiedzy plastyfikatorem a skrobig sg silniejsze
niz wigzania wodorowe wewnatrzczgsteczkowe | miedzyczgsteczkowe pomiedzy
grupami hydroksylowymi w tancuchach skrobi [3,4].

Charakterystyczne zmiany w widmie skrobi termoplastycznej w poréwnaniu ze skrobig
natywna zachodza rowniez w obszarze 900-1200 cm™. W tym zakresie na widmie FTIR
skrobi natywnej itermoplastycznej obserwujemy pasma zwigzane z drganiami
rozciggajacymi C-O w uktadzie C-O-H (ok. 1150 i 1080 cm™) oraz C-O w uktadzie C-
O-C w tancuchach skrobi. Zaréwno grupy C-O-H oraz C-O-C obecne w strukturze
skrobi moga tworzy¢ wigzania wodorowe z plastyfikatorem [5]. Obecnos¢ glikoli
polietylenowych spowodowata przesunigcie pasm charakterystycznych dla wigzan C-O-
H w skrobi do nizszych liczb falowych, niz w przypadku, gdy do plastyfikacji zastoso-
wano wylgcznie glicerol. Podobnie pasmo 996 cm™ pochodzace od wigzan C-O-C ulega
przesunieciu do 995 i 994 cm™. W wyniku procesu plastyfikacji glicerolem na widmie
skrobi termoplastycznej pojawia sie dodatkowe pasmo przy liczbie falowej 1016 cm™,
ktore pochodzi od drgan wigzan C-O w pierwszorzedowych alkoholach i jest wynikiem
oddziatywan plastyfikatora z fancuchami skrobi.

Dyfraktometria rentgenowska (XRD)

Skrobia natywna posiada budowe czg¢sciowo krystaliczng: faza krystaliczna stanowi ok.
15-45% catkowitej struktury, pozostalg cze$¢ stanowi faza amorficzna [6,7]. Pierwotna
struktura krystaliczna skrobi natywnej (typu A, B lub C) ulega zniszczeniu podczas
plastyfikacji w procesie wytlaczania, a W jej miejsce tworzy si¢ faza amorficzna
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i czgsciowo krystaliczna, powstata w wyniku rekrystalizacji amylozy. Faz¢ krystaliczna
stanowig sieci krystaliczne typu Vi, Va lub Ey (wtdrne sieci krystaliczne), ktore formuja
si¢ po wychtodzeniu granulatu. Jes§li zastosowane warunki procesu wytlaczania nie
zapewnily catkowitego zaburzenia struktury naturalnej skrobi, wowczas W granulacie
TPS wystepuja pozostalosci pierwotnych sieci krystalicznych obecnych w skrobi
natywnej.

Na rys.2 zestawiono dyfraktogram skrobi natywnej oraz skrobi plastyfikowanej
glicerolem. Tabela 2 przedstawia wyniki analiz XRD skrobi natywnej i termoplastycznej
W zalezno$ci od zastosowanego uktadu plastyfikujacego. Analize typu struktury
krystalicznej przeprowadzono w oparciu o dane literaturowe [6], a krystaliczno$¢ skrobi
natywnej oraz granulatow TPS wyznaczono wedlug metody Nary i Komiyi [8].

EH /V“
\

skrobia termoplastyczna
(30% GC)

skrobia natywna

7 12 17 23 28 33 38
20 [°]
Rys.2. Zestawienie dyfraktogramow skrobi natywnej ziemniaczanej i skrobi plastyfikowanej glicerolem.

W wyniku procesu plastyfikacji skrobi glicerolem z dodatkiem glikoli polietylenowych
pierwotna struktura krystaliczna typu B skrobi natywnej ulega destrukturyzacji. W jej
miejsce pojawiajg si¢ W granulacie skrobi termoplastycznej wtorne struktury krystalicz-
ne typu V wytworzone po procesie przetworstwa. We wszystkich przypadkach
zidentyfikowano obecno$¢ struktury V a, charakteryzujgcej sie ostrym pikiem dyfrakcyj-
nym przy kacie 20 20,7-20,8°. Ze wzgledu na szerokie naktadajace si¢ piki dyfrakcyjne
nie mozna réwniez wykluczy¢ obecnosci struktury typu Vy, dla ktorej charakterystyczny
jest refleks dyfrakcyjny w zakresie kata 26 19,5-19,9°. Tworzenie si¢ dwoch typow sieci
krystalicznej Vo oraz Vy w granulacie zwigzane jest prawdopodobnie z réznicami
w uwodnieniu poszczegdlnych komorek tworzgcych sie¢ krystaliczng. Jedynie
w przypadku zastosowania PEGgygo W ilosci 1,0% wystepuja piki dyfrakcyjne pochodzg-
ce od struktury typu B skrobi natywnej, co wskazuje na to, iz warunki plastyfikacji nie
byly wystarczajace do calkowitego zniszczenia pierwotnej struktury skrobi lub fancuchy
amylozy ulegly rekrystalizacji, powracajac do pierwotne;j struktury typu B.
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Tabela 2. Analiza typow struktury skrobi natywnej oraz termoplastycznej W zaleznosci od zastosowanego
uktadu plastyfikujacego.

Uklad plastyfikujacy Piki dyfrakcyjne [°20] Sglfrk;gira Krysstsgctfinosc
. 5,7; 15,2 (s); 17,2 (vs); 19,8 (s);
skrobia natywna 222 (s): 24.1; 26,3; 31,0: 34.4 Typ B 45,5%
7,9 (br); 13,1 (w); 19,8 (vs) Typ Vu
0, 0,
30% GC 162 (419 TRE, 28,5%
30%GC + 1,0% PEGag0 134 g‘g)é %gg (vs) %g x’* 32,5%
] H
30%GC + 1,0% PEGeos 13"5&‘3’)% %&;‘("s) gg x’* 27 7%
I} H
13,5(w); 20,8(vs) Typ Va
30%GC + 1,0% PEGa0000 13,5(w); 19,9(br): Typ Vi 28,3%
17,3 (br) Typ B
30%GC + 2,0% PEGano 13'6%’){; %g;f("s) gg x’* 275%
I} H
30%GC + 2,0% PEGeoo 1133 S((v"\‘,’)) 123 g((g’f)) %E x’: 26,6%
30%GC + 2,0% PEGao0 13'5%’)& %&?("s) gg x’* 27,0%
I} H

gdzie: s — duza intensywno$¢, vs — bardzo duza intensywno$¢, w — staba intensywno$¢, m — $rednia
intensywnos¢, br — szeroki pik dyfrakcyjny

Krystaliczno$¢ granulatow TPS z dodatkiem glikoli polietylenowych jest nieznacznie
nizsza niz W przypadku skrobi plastyfikowanej wytacznie glicerolem i wynosi ok. 26 —
28%. Wyjatek stanowi kompozycja z dodatkiem 1,0% PEGgq, ktorej krystaliczno$é
wynosi ok. 32,5% i wynika z wiekszej zawartosci struktury krystalicznej typu Va.

Whioski: Metoda spektroskopii w podczerwieni (FTIR) oraz dyfraktometrii rentgenow-
skiej (XRD) pozwala okre§li¢ zmiany w strukturze chemicznej i krystalicznej skrobi
poddanej procesowi plastyfikacji, a takze oceni¢ przebieg procesu wytlaczania podczas
otrzymywania skrobi termoplastycznej. Z zastosowaniem tych metod potwierdzono
korzystny wptyw dodatkow glikoli polietylenowych w procesie plastyfikacji na
tworzenie wigzan wodorowych w strukturze skrobi termoplastycznej, a takze zniszczenie
pierwotnej sieci krystalicznej natywnej. Na podstawie dalszych analiz i okreslonych
wlasciwoscei termicznych i mechanicznych materialdow otrzymywanych na bazie skrobi
plastyfikowanej glicerolem z dodatkiem PEG, optymalnym dodatkiem wybrano glikol
polietylenowy o masie 20000 g/mol w ilosci 1%.
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ANALIZA METABOLOMICZNA SUROWICY KRWI
W POSZUKIWANIU BIOMARKEROW RAKA PECHERZA
MOCZOWEGO

J. NIZIOL', K.OSSOLINSKI’, A. PLAZA-ALTAMER®, A. KOLODZIEJ®,
A.NIECZAJ', T. RUMAN!, 'Politechnika Rzeszowska im. Ignacego Lukasiewicza,
Wydzial Chemiczny, Katedra Polimeréow i Biopolimerdéw, al. Powstancow Warszawy
635-959 Rzeszow, 2Szpital im. Jana Pawtla II, Oddzial Urologii, ul. Grunwaldzka 4,
36-100 Kolbuszowa, *Szkota Doktorska Nauk Inzynieryjno-Technicznych na Politechni-
ce Rzeszowskiej, al. Powstancow Warszawy 8, 35-959 Rzeszow.

Abstrakt: W ramach niniejszej pracy przeprowadzono metaboliczng analize celowang
ludzkiej surowicy krwi od 97 pacjentéw cierpiagcych na raka pecherza moczowego (BC)
oraz 100 pacjentdéw z grupy Kkontrolnej (GK), z uwzglgdnieniem podziatu na plec.
Badania wykonano z wykorzystaniem jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) oraz
wielowymiarowej analizy statystycznej. Zidentyfikowano 3 potencjalne biomarkery BC
w ekstraktach surowicy kobiet (BC-K) oraz siedem potencjalnych biomarkeréow BC
w surowicy mezczyzn (BC-M). Wyniki charakteryzuja si¢ w obu przypadkach bardzo
dobra zdolnoscig predykcyjna z AUC > 0,93. Uzyskane rezultaty wskazuja, ze
zastosowane metody maja potencjat w identyfikacji nowych, matoinwazyjnych
biomarkeréw do wczesnego wykrywania i monitorowania BC u kobiet i mezczyzn.

Whprowadzenie: BC jest czestym rakiem urologicznym, dziesigtg najczestszg postacig
raka na $wiecie idrugim najczestszym rakiem drég moczowych po raku gruczotu
krokowego, biorgc pod uwage zardéwno zapadalnosé, jak i czestos¢ wystepowania. Na
$wiecie w2020 r. Zdiagnozowano 570 tysiecy nowych przypadkow BC [1]. Pod
wzgledem czestosci wystepowania jest to szdsty najczesciej wystepujacy nowotwor
U mgzezyzn, siedemnasty u kobiet i dziesiaty najczestszy nowotwor u obu pici. Obecne
standardy diagnostyki BC, monitorowania nawrotow i progresji obejmuja obrazowanie
(USG jamy brzusznej, urografia CT), cystoskopie i cytologie oddawanego moczu.
Badanie cystoskopowe pecherza pozostaje ztotym standardem w diagnostyce raka
pecherza, ale jest inwazyjne, zwigzane z dyskomfortem, czasem bolesne i kosztowne.
Badanie to zalezy w duzej mierze od doswiadczenia lekarza prowadzacego badanie
i jako$ci uzywanego sprzetu. Szacuje si¢, ze 4-27% guzéow jest pomijanych podczas
badania. Ta warto$¢ wzrasta do 32%-77% w przypadku raka in situ.

W ostatnich latach proponowano wiele biomarkerow BC, mimo to obecnie nie ma
wiarygodnego diagnostycznego i prognostycznego biomarkera tego nowotworu, ktory
bylby zaakceptowany do diagnozy i obserwacji w rutynowej praktyce i ktory moze by¢
alternatywg dla cystoskopii. Dlatego tez, pozadane jest opracowywanie nowych
biomarkerow BC, aby zaoferowa¢ nieinwazyjng itansza metod¢ diagnozowania
i monitorowania tego nowotworu. Wiele badan wskazywato, ze na profil metaboliczny
organizmu z BC maja wpltyw nie tylko uwarunkowania genetyczne, ale rowniez rasa,
wiek, pte¢, styl zycia, dieta ileki [2]. Znajomo$¢ réznic w poziomie metabolitow
powiazanych z ptcia w plynach fizjologicznych moze da¢ podstawe do badan porow-
nawczych, atakze wglad w metabolizm zdrowego organizmu. Dlatego badania
W niniejszej pracy zostaly zogniskowane na analizie zmian st¢zenia wybranych
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metabolitow W surowicy pacjentow z BC w odniesieniu do GK, niezaleznie dla plci
zenskiej | meskiej.

Cze$¢ eksperymentalna: Material badany stanowita surowica pobrana od 97 pacjentow
ze zdiagnozowanym BC (17 kobiet: BC-K oraz 80 megzczyzn: BC-M) oraz od
100 zdrowych ochotnikow (38 kobiet: GK-K oraz 62 me¢zezyzn: GK-M) w Szpitalu im.
Jana Pawta II (Kolbuszowa, Polska). Kontrolne prébki surowicy pobrano od zdrowych
ochotnikoéw po badaniu lekarskim ukierunkowanym na wykrycie nowotworéw uktadu
moczowego. Badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej
dziatajacej przy Uniwersytecie Rzeszowskim (zezwolenie nr: 2018/04/10). Od kazdego
pacjenta pobrano 2,6 ml krwi, krew odwirowano (3000xg, 10 min) i przechowywano
w temperaturze -60 °C. Z wszystkich zebranych probek surowicy wyekstrahowano
metabolity od $redniej do wysokiej polarno$ci zgodnie z procedurg szczegdtowo opisang
w naszej ostatniej publikacji [3]. Analiza ilo$ciowa ekstraktow zostala wykonana
z wykorzystaniem  spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
w instrumencie firmy Bruker AVANCE Il 600 MHz. Wielowymiarowa analize¢
statystyczng danych iloSciowych wybranych metabolitow wykonano przy uzyciu
MetaboAnalyst 5.0 [4]. Szczegdty dotyczace pomiardw oraz analizy widm zostaty
szczegbdtowo opisane W naszych wezesniejszych publikacjach [3,5].

Wyniki: Analiza widm 'H NMR ekstraktow surowicy pozwolita na identyfikacje
39 metabolitow obecnych w tych probkach. Szczegoétowa analiza widm wykazata
znaczace roznice W stgzeniu tych zwigzkoéw miedzy probkami surowicy od pacjentow
z BC i GK. Uzyskane dane podzielono ze wzgledu na pte¢ i poddano wielowymiarowej
analizie statystycznej w celu oceny réznic w poziomach tych metabolitow w badanych
grupach. Nienadzorowana analiza gtéwnych sktadowych (PCA) wskazata na nieduza
separacj¢ migdzy surowicg pobrang od grupy kobiet zBC atg od kobiet z grupy
kontrolnej (rys.1A). Duzo lepszy rozdzial uzyskano w nadzorowanej ortogonalnej
analizie dyskryminacyjnej czastkowych najmniejszych kwadratéw (OPLS-DA) (rys.1B).
Istotno$¢ statystyczng oraz zdolno$¢ predykcyjng modelu potwierdzono testem
permutacji oraz walidacja krzyzowa. Potencjalne biomarkery BC wybrano na podstawie
wartosci VIP z modelu OPLS-DA, tylko zwiazki z VIP > 1.0 rozpatrywano jako istotne.
Nastepnie przeprowadzono niezalezny test t W celu potwierdzenia istotnosci statystycz-
nej wybranych zwigzkow oraz analiz¢ krotnosci zmiany (fold change, FC), pozwolito to
na zawezenie wyselekcjonowanej grupy zwiazkoéw do tych spetniajace ustalone kryteria:
warto$¢ p < 0,05; FDR (false discovery rate, wskaznik falszywego rozpoznania) < 0,05
oraz FC > 1,2 i< 0,83 wcelu wyznaczenia optymalnego modelu predykcyjnego
w dalszej kolejnosci przeprowadzono analize krzywych operacyjno-charakterystycznych
odbiornika ROC (ang. receiver operating characteristic curve, ROC), wyznaczajacych
specyficzno$¢ (poprawnie sklasyfikowane przypadki negatywne) i czuto$é (poprawnie
sklasyfikowane przypadki pozytywne) dla danego klasyfikatora. Na ich podstawie
wyznaczono obszary pod krzywa ROC (AUC, ang. area under the curve), opisujace
skuteczno$¢ predykcyjna danego klasyfikatora. AUC moze przyjmowaé warto$cCi
z zakresu od 0 do 1. Przyjmuje si¢, ze wartoSci AUC powyzej 0,7 wskazuja na dobra
zdolno$¢ diagnostyczng klasyfikatora. Po zastosowaniu wszystkich kryteriow statystycz-
nych wskazano trzy zwiazki wtym octan, izomaslan oraz fruktoze¢ jako najbardziej
roznicujgce surowice BC-K od GK-K (Tabela 1). Dla tych 3 metabolitow sporzadzono
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wykres ROC (rys.1C), na podstawie ktorego stwierdzono, ze ich zdolnos$¢ predykcyjna
(AUC =0,936) jest wyzsza niz kazdego z nich osobno.

A B [
O GK-K =0 O GK-K
BC-K § BCK
w e
_ -
2 o @ ¥ B
EN 5 @ o
S e, o - o b K
S o " L 20 2
o e g ® ofT o ©
o o6 = 0
o Se %
w &
? g
. o £
oz
40 5 0 5 10 15 3 2 4 0 1 2 3 4 00 0z 04 06 08 10
PC1(30.7%) Wartosé T [1] (8.3%) 1-Specyficznosé
D E F
M - GKM
BC-M 32 BC-M
- RS
- a
~ » . oo
T . %‘@g‘“ o 2 -
@ e L0, %, 2 - X% 2
o el Tte s - 3¢ 2
] a ¥y 5 " 2
- = i
~
It g ©
o =
5
® &7
£
® X3
0 5 0 5 10 4 2 0 2 4 00 02 04 06 08 10
PC1(21.1%) Wartosé T [1] (11%) 1-8pecyficznodé
G Octan H  Izomaslan | Piroglutaminian J  Asparagina K Fruktoza
Ter - e YT e
o P
3¢ . 28] R . .
TN 2l . )
2 - ) O BRI N
e 0o + T o -
o ; 1 . HRN o |
e . . I,- s
| Elkenl K3 25l ] - Ab T
AR .. . 5ol :

i Rl L Rl S L S
F&dFF & &F & & & F F& & FFF§
Wartosé p = 2.54E-16 Wartosé p 3.81E-26 Warto$é p = 1.76E-18 Wartoé p = 7.09E-06 Wartosé p = 8.66E-08

(ANOVA) (ANOVA) (ANOVA) (ANOVA) (ANOVA)

Rys.1. Analiza metaboliczna ekstraktow surowicy od pacjentow z BC oraz GK z uwzglednieniem plci.
(A) Wykres PCA i (B) OPLS-DA surowicy BC-K (fioletowy) i GK-K (pomaraficzowy). (C) Wykres ROC dla
3 najbardziej roznicujacych metabolitow w surowicy od kobiet. (D) Wykres PCA i (E) OPLS-DA surowicy
BC-M (niebieski) i GK-M (zielony). (F) Wykres ROC dla 7 najbardziej réznicujacych metabolitow
w surowicy od mezczyzn. (G-K). Wykresy pudetkowe przedstawiajace stezenia wybranych najbardziej
réznicujacych metabolitow we wszystkich badanych grupach

Analogicznie przeprowadzono analize statystyczng dla zestawu danych dla BC-M oraz
GK-M. Rysunek 1D PCA oraz OPLS-DA (rys.1E) wskazuja na dobre zroznicowanie
W obrgbie tych dwoch grup. Wszystkie kryteria statystyczne spehnito tacznie
7 metabolitbw wtym octan, izomaslan, piroglutaminian, asparagina, fruktoza,
2-hydroksyizowalerianian oraz kreatynina (Tabela 1). Dla zestawu tych 7 zwiazkow
wykonano krzywa ROC (rys.1F), ktéra podobnie jak w poprzednim modelu wskazata na
duzo lepsze zdolnosci predykcyjne dla zestawu metabolitow (AUC = 0,985), niz dla
kazdego z nich z osobna.
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Tabelal. Metabolity najbardziej roznicujace surowice od pacjentéw z BC od surowicy kontrolnej w zaleznosci
0 plei (warto$¢ p, FDR <0,05; VIP > 1; AUC > 0,70; FC > 1,2 <0,5).

. Specyfi-

Model Nazwa metabolitu VIp? FCP AUC® Cz[zi(])sc cznosé
[%]
BC-K Octan’ 262 | 037} 0,885 76 97
VS. Izomaslan® 2,07 1,70 1 0,915 82 84
GK-K Fruktoza® 1,40 | 1361 0,738 76 76
Octan® 2,34 0,36 | 0,856 81 100
Izomaslan? 2,00 1,86 1 0,956 92 93
BC-M Piroglutaminian® 184 | 046 0,903 82 90
VS. Asparaginad 1,45 1231 0,720 75 61
GK-M Fruktoza® 1,41 | 1521 | 0,749 59 86
2-hydroksyizowalerianian® | 1,29 1,371 0,736 76 69
Kreatynina® 125 | 1411 | 0,725 85 55

gdzie:*Wartosé¢ z analizy OPLS-DA,; °Krotnos¢ zmiany pomiedzy surowica od pacjentow z BC a kontrola
obliczona ze $rednich wartosci stezenia; “Warto$¢ z krzywych ROC; warto$¢ p oraz FDR < 0,001

Whioski: Analiza ekstraktow surowicy od kobiet i mezczyzn cierpigcych na BC oraz
kobiet ime¢zczyzn z grupy kontrolnej ujawnita wyrazne zrdznicowanie W ilosci
wybranych metabolitow pomigdzy tymi grupami. Zwigzkiem najbardziej réznicujagcym
okazat sie¢ octan, ktorego znacznie wigksze stezenie stwierdzono w prébkach kontrol-
nych niz nowotworowych, zwigzek ten wystgpowal w podobnej iloéci zarowno u kobiet
jak i u mezezyzn z BC (rys.1G). Octan odgrywa kluczowa role w metabolizmie acetylo-
koenzymu a (acetylo-CoA), bioenergetyce, proliferacji iregulacji komorek [6].
W komoérkach octan jest uzywany gldwnie do generowania acetylo-CoA poprzez zalezng
od ATP reakcje syntetazy acetylo-CoA. Komoérki nowotworowe wykorzystuja octan
w formie acetylo-CoA, glownie jako zrodlo energii lub jako zrodlo atomow wegla
w syntezie lipidow. Przypuszczamy, ze nizszy poziom octanu W probkach surowicy
pacjentow zBC moze wynika¢ zjego znacznego wychwytu iwykorzystania
w komorkach nowotworowych. Odwrotng tendencje zaobserwowano dla izomaslanu
oraz fruktozy, ktorych znacznie wicksza ilos¢ stwierdzono w probkach od pacjentow
z BC w odniesieniu do kontroli, ponadto zaobserwowano, ze wystepuja one W znacznie
wyzszym stezeniu W probkach pochodzacych od mezezyzn niz wtych od kobiet
(rys.1H).

Praca zostala zrealizowana w ramach projektu badawczego SONATA nr UMO-2018/31/D/ST4/00109
sfinansowanego przez Narodowe Centrum Nauki
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SPEKTROSKOPIA RAMANA W BADANIACH SUBSTANCJI
LECZNICZYCH

A.B. NOWICKA'!, T. BANASZEK', M. SZYBOWICZ', R. WICHNIAREK?,
W. KUCZKO? D. TOMCZAK® M. WOJTYLKO’, A. FROELICH*, B. JADACH',
T. OSMALEK®, 'Politechnika Poznanska, Wydzial Inzynierii Materiatowej i Fizyki
Technicznej, Instytut Badan Materialowych i Inzynierii Kwantowej, ul. Piotrowo 3,
60-965 Poznan, “Politechnika Poznanska, Wydzial Inzynierii Mechanicznej, Instytut
Technologii Materiatéw, ul. Piotrowo 3, 60-965 Poznan, 3politechnika Poznanska,
Wydziat Technologii Chemicznej, Instytut Technologii iInzynierii Chemicznej,
ul. Berdychowo 4, 60-965 Poznan, “Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskie-
go, Wydzial Farmaceutyczny, Katedra i Zaktad Technologii Postaci Leku, ul. Grun-
waldzka 6, 60-780 Poznan.

Abstrakt: W niniejszej pracy przedstawiono widma rozpraszania ramanowskiego
wybranych substancji czynnych oraz wybranej zywicy umozliwiajacej otrzymanie nowej
formy postaci lekéw jako mikroigiet wytwarzanych przyrostowo. Gtéwnym celem badan
byto okreslenie, z wykorzystaniem metody spektroskopii Ramana, form polimorficz-
nych wybranych lekéw w zalezno$ci od temperatury oraz czasu po wygrzewaniu oraz
ich rozmieszczenie w wydrukowanej formie postaci leku.

Whprowadzenie: Substancje lecznicze, czyli aktywne substancje farmaceutyczne
(API - Active Pharmaceutical Ingredient), sa to zwiazki chemiczne, ktore wptywaja na
organizm w celu zapobiegania lub eliminacji objawow choroby lub jej przyczyny. Wraz
z substancjami pomocniczymi stanowig gotowy produkt leczniczy. Wséréd tych
substancji mozemy zaobserwowaé zjawisko polimorfizmu, polegajace na zdolnosci
istnienia cial stalych w co najmniej dwdch fazach krystalicznych, ktore charakteryzuja
si¢ roznym ukladem i/lub konformacja czasteczki w sieci krystalograficznej [1].
W jednej temperaturze dana substancja moze wystgpowaé W rdéznych formach
polimorficznych, ze wzglgdu na ich histori¢ termiczng. Rézne formy polimorficzne
danej substancji farmaceutycznej moga powodowaé zmiane ich wlasciwosci fizykoche-
micznych, mniejsza biodostepno$¢ czy zmiang profilu skutecznosci leku [2]. Dlatego
bardzo wazne jest okreslenie danej formy polimorficznej API przez caty cykl powstawa-
nia produktu leczniczego. W przemysle farmaceutycznym postacie amorficzne lekow sa
bardziej korzystne [3].

Agomelatyna, o wzorze sumarycznym CysHi;NO,, jest typowym lekiem antydepresyj-
nym stosowanym przede wszystkim w leczeniu depresji i zaburzen Igkowych; zostata
odkryta i opracowana przez europejska firme¢ farmaceutyczng Servier Laboratories Ltd.
[4]. Agomelatyna wystepuje w przynajmniej 6 formach polimorficznych [5]. Klotrima-
zol, 0 wzorze CyH3;CIN,, jest lekiem stosownym miejscowo o dziataniu przeciwgrzybi-
czy. Wystepuje w czterech formach polimorficznych [6]. Druk 3D znalazt szerokie
zastosowanie W przemys$le farmaceutycznym. Dzieki tej technologii mozliwe jest
przygotowywanie i wytwarzanie nowych postaci lekow, implantow oraz protez
spersonalizowanych indywidualnie pod pacjenta [7] co wpisuje si¢ W coraz powszech-
niejsza medycyng personalizowana.
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Cze$¢ eksperymentalna: Widma ramanowskiego rozpraszania $wiatta dla wszystkich
substancji leczniczych (w temperaturze pokojowej w postaci proszkowej oraz po
wygrzaniu w temperaturze ok. 165 °C — powyzej temperatury zeszklenia API) oraz
zywicy akrylowej do druku 3D metoda DLP (Digital Light Processing) jak
i kompozytow sktadajacych si¢ z wybranej zywicy i 3 % wag. agomelatyny wykonano
przy uzyciu systemu mikro-ramanowskiego inVia Renishaw. System ten wyposazony
jest w mikroskop optyczny Leica DM200M. Do wzbudzenia uzyto lasera potprzewodni-
kowego o dlugosci fali 785 nm a wigzka byta skupiona na probce za pomoca obiektywu
dtugoogniskowego x50 LWD aperturze numerycznej NA=0,85. Do zywicy akrylowe;j
Phrozen Aqua Ivory 8K dodano 0,5, 1,5, 3% agomelatyny a nastepnie wymieszano
mechanicznie. Wszystkie probki zostaty przebadane z uzyciem spektroskopii Ramana.
Formy stale postaci leku otrzymano za pomoca wytwarzania przyrostowego metoda
DLP (z ang. Digital Light Processing), ktora polega na utwardzaniu materiatu warstwa
po warstwie za pomoca S$wiatta ultrafioletowego [8]. Dla probki zawierajacej 3%
otrzymanej metoda 3D wykonano map¢ ramanowsks O wymiarach 20 x 20 um
z krokiem co 5 um.

Whyniki: Na rys.la przedstawiono widmo agomelatyny przed, bezpo$rednio po
wygrzaniu w temperaturze 165 °C, po 2 i 5 dniach oraz po 6 miesigcach od tego procesu.
Dla proszku agomelatyny obserwuje sic dwa wyrazne pasma (dublet) przy ok. 1370 cm™
i 1383 cm™, natomiast po wygrzaniu obserwujemy poszerzenie pasma i jedno wyrazne
maksimum przy ok. 1370 cm™. Oznacza to przejicie do formy amorficznej substancji.
Po podgrzaniu w widmie Ramana pojawia sie pasmo przy 1020 cm™ nieobserwowalne
dla czystego zwigzku. Ponadto, pasma przy 1028 cm™, 1019 cm™ 1005 cm™ po
podgrzaniu tworza jedno szerokie pasmo potozone przy 1013 cm™ ,z ktérego po
uptywnie 6 miesigcy wyodrebni¢ mozna 3 pasma widoczne dla formy proszkowej. Moze
to oznaczaé, ze nastgpita cze$ciowa rekrystalizacja badanej probki. Widmo ramanowskie
klotrimazolu, przed ipo wygrzaniu zostatlo przedstawione na rys.lb. Z trzech pasm
potozonych przy 997 cm™, 1001 cm™ i1007 cm™ powstaje jedno szerokie pasmo
potozone przy 1001 cm™. Dodatkowo obserwujemy zmiane intensywnosci pasma przy
1080 cm™. Czes¢ pasm z zakresu od 1240 do 1460 cm™ zanika i pozostaje tylko pasmo
przy liczbie falowej rownej 1342 cm™. Na rys.2a przedstawiono widmo ramanowskie
zywicy, formy proszkowej agomelatyny i kompozytu zywicy zawierajacej 3% wag.
agomelatyny. Porownanie go z widmem dla czystej zywicy iczystej agomelatyny
pozwala na jednoznaczne stwierdzenie, ze W mieszaninie mozna zaobserwowa¢ pasma
pochodzace od kazdej zsubstancji. Na rys.2b przedstawiono wyniki otrzymane
w wyniku mapowania powierzchni probki zawierajacej zywice i 3% wag. agomelatyny.
Jako pasmo znacznikowe, do zobrazowania wystepowania agomelatyny W zywicy,
wybrano pasmo 1370 cm™. Otrzymane rezultaty mozna wyjaéni¢ tym, ze agomelatyna
jest rozmieszczona na catej badanej powierzchni probki.
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Whioski: Mikroskopia Ramana stanowi uzyteczne narz¢dzie badawcze w badaniach
farmaceutycznych. Pozwala ona na okreslenie formy polimorficznej substancji czynnej jak
rowniez okreslenie jej rozmieszczenia W kompozycie otrzymanym poprzez wydruk 3D.

Badania zostaly wykonane cze$ciowo w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki Sonata Bis UMO
2021/42/E/NZ7/00125 oraz w ramach 0511/SBAD/2351
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ZASTOSOWANIE METOD SPEKTROSKOPII WIBRACYJNEJ
ORAZ TG-FTIR W BADANIU MIESZANIN CHLOROWODORKU
ARBIDOLU Z WYBRANYMI SUBSTANCJAMI POMOCNICZYMI

B. ROJEK!, A. BARTYZEL? A. PLENIS! 'Gdanski Uniwersytet Medyczny,
Wydzial Farmaceutyczny, Katedra i Zaktad Chemii Analitycznej, al. Gen. Hallera 107,
80-416 Gdansk, “Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Chemii,
Instytut Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Ogélnej, Koordynacyjnej i Krystalografii,
pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin.

Abstrakt: Chlorowodorek arbidolu znany réwniez pod nazwag chlorowodorek
umifenoviru jest wyprodukowanym w Rosji lekiem o0 szerokim spektrum dziatania
przeciwwirusowego, ktory wykazal takze duza skuteczno$¢ przeciw COVID-19,
potwierdzona badaniami klinicznymi na pacjentach. Jednakze brakuje pelnych danych
na temat wlasciwos$ci fizykochemicznych tej substancji aktywnej jak ijej preparatow
Z r6znymi substancjami pomocniczymi. Z tego wzgledu celowe bylo przeprowadzenie
badan fizykochemicznych dla chlorowodorku arbidolu, a takze badan tej substancji po
zmieszaniu z substancjami pomocniczymi. Na ogét badania fizykochemiczne przepro-
wadza si¢ z zastosowaniem metod spektroskopowych (spektroskopia w podczerwieni
z transformacja Fouriera — FTIR, spektroskopia Ramana) imetod termicznych
(réznicowa kalorymetria skaningowa — DSC, analiza termograwimetryczna — TGA) oraz
stosuje si¢ metody termiczne sprz¢zone ze spektroskopowymi, np. termograwimetria
sprzezona z podczerwienig z transformacjg Fouriera (TG-FTIR). Interpretacja widm
spektroskopowych (FTIR iRamana) badanych mieszanin oparta jest na poréwnaniu
z widmami sktadnikow. Jezeli w widmach mieszanin brak jest charakterystycznych
pasm pochodzacych od substancji aktywnej lub nastapita zmiana ich intensywnos$ci czy
ich poszerzenie, atakze gdy pojawily si¢ nowe pasma nie nalezace do sktadnikow,
mozna wowczas przypuszczaé, ze doszto do zmian w strukturze substancji aktywnej.
Ponadto, bardzo czesto dochodzi do nakladania si¢ pasm sktadnikow mieszaniny, co
utrudnia interpretacje widm mieszanin. Z reguly w takich przypadkach stosuje sig¢
metody chemometryczne. Natomiast do potwierdzenia wynikéw spektroskopowych
wykorzystuje si¢ metody termiczne, najczgsciej DSC. Bardzo przydatne jest tez
zastosowanie metod sprzgzonych TG-FTIR, w przypadku ktorych uzyskuje si¢
informacje o produktach rozktadu sktadnikow i mieszanin. Wobec powyzszego celem
pracy byto zbadanie wiasciwosci fizykochemicznych zaréwno chlorowodorku arbidolu,
jak ipo zmieszaniu tej substancji z wybranymi substancjami pomocniczymi
z wykorzystaniem metod spektroskopii wibracyjnej (FTIR i spektroskopii Ramana)
i TG-FTIR. Natomiast DSC postuzyta do potwierdzenia wynikow spektroskopowych
wspomaganych analizg faktorowsa, ktére wykazaly, iz w obecno$ci sorbitolu struktura
krystaliczna chlorowodorku arbidolu ulega zmianie, co pokazata réwniez analiza TG-
FTIR. W przypadku krzywych DSC mieszaniny chlorowodorku arbidolu z sorbitolem
zauwazalny byt zanik charakterystycznych pikow chlorowodorku arbidolu.

Woprowadzenie: Metody spektroskopii wibracyjnej (FTIR i spektroskopia Ramana) jako
metody szybkie i nieinwazyjne sg powszechnie stosowane W badaniach strukturalnych
i iloSciowych substancji aktywnych, pomocniczych iformulacji farmaceutycznych.
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Badania te umozliwiaja uzyskanie informacji 0 przemianach polimorficznych,
przejsciach form krystalicznych w formy amorficzne i odwrotnie oraz o niezgodnosciach
wystepujacych pomiedzy substancja aktywna i substancjami pomocniczymi, co ma
istotne znaczenie w technologii postaci leku dla opracowania produktu leczniczego
0 odpowiednich wilasciwosciach fizykochemicznych i farmakologicznych. Z reguty
razem z metodami spektroskopowymi stosuje si¢ metody analizy termicznej, W tym
roznicowa kalorymetri¢ skaningowa (DSC) i analiz¢ termograwimetryczng (TGA) [1-2].
Nalezy przy tym wspomnie¢, iz w przypadku metod analizy termicznej wysoka
temperatura moze przyspiesza¢ zajScie reakcji pomiedzy substancja aktywna
i pomocniczg, atakze przyspieszaé wystapienie przemian polimorficznych i przemian
krystaliczno-amorficznych w substancji aktywnej czy pomocniczej, jak i rowniez moze
przyczyniac si¢ do zajScia reakcji, ktore w przypadku wytwarzania produktu leczniczego
nie wystepuja. W zwiazku z tym zaréwno metody spektroskopowe jak i metody analizy
termicznej sg niezbedne do kontroli jakosci sktadnikéw i produktow leczniczych. Coraz
czeSciej stosuje sie tez metody termiczne sprzezone ze spektroskopowymi, np.
termograwimetria sprz¢zona z podczerwienia z transformacja Fouriera (TG-FTIR), ktore
umozliwiaja badanie produktéw rozktadu sktadnikéw i mieszanin farmaceutycznych.
Nie mniej jednak, w przypadku interpretacji widm spektroskopowych mogg pojawiac sie
trudnosci zwigzane Zz naktadajacymi si¢ pasmami réznych ugrupowan chemicznych,
gdzie zastosowanie metod wielowymiarowych moze by¢ bardzo przydatne [3-4]. Wobec
powyzszego, celem pracy bylo zastosowanie FTIR iRamana, atakze TG-FTIR
w badaniach fizykochemicznych chlorowodorku arbidolu, substancji pomocniczych
(laktozy, gumy arabskiej i sorbitolu) oraz mieszanin chlorowodorku arbidolu z wyzej
wymienionymi substancjami pomocniczymi w stosunku masowym 1:1.

Czes¢  eksperymentalna: Chlorowodorek arbidolu zakupiono z LGC Standards
(Toronto, Ontario, Kanada), natomiast gume arabskg isorbitol z Sigma-Aldrich
(Steinhem, Niemcy), a laktoze bezwodng z Pol-Aura (Gdansk, Polska). Widma FTIR
badanych prébek, przy zastosowaniu metody tabletkowania z KBr, rejestrowano
w zakresie liczb falowych 4000-400 cm™ za pomoca spektrometru Nicolet 380 (Thermo
Fischer Scientific, Madison, USA), przy rozdzielczo$ci aparatury 4 cm™. Z kolei widma
Ramana rejestrowano z wykorzystaniem spektrometru DXR SmartRaman (Thermo
Fisher Scientific, Madison, USA), wyposazonego w laser DXR omocy 15 mwW
i dlugosci fali 780 nm w zakresie 3414-400 cm™ z rozdzielczoscia aparatury 2 cm .
Obliczenia z obszaru statystyki wielowymiarowej na podstawie danych FTIR i Ramana
wykonano w programie TIBCO Statistica 13.3 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Pomiary
TG-FTIR przeprowadzono stosujac TG Q5000 analizator termograwimetryczny (TA
Instruments, New Castle, Delaware, USA) sprzezony ze spektrometrem Nicolet 6700
(Thermo Fischer Scientific, Madison, USA) w zakresie 25-700 °C, w atmosferze azotu i
z szybko$cig ogrzewania 20 °C/min. Widma FTIR produktow gazowych rejestrowano
w zakresie 4000-600 cm™ z rozdzielczoscia 4 cm™. Wyniki uzyskane za pomoca metod
spektroskopii wibracyjnej potwierdzono analizami DSC prowadzonymi z szybkoscia
ogrzewania 10°C/min, przy zastosowaniu réznicowego kalorymetru skaningowego 822e
(Mettler Toledo, Schwerzenbach, Szwajcaria) w zakresie temperatur 25-400°C
w atmosferze azotu o czystosci 99,9997%.

136



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

Wyniki: Rysunek 1A-B przedstawia widma FTIR i Ramana chlorowodorku arbidolu,
substancji pomocniczych i ich dwusktadnikowych mieszanin w stosunku masowym 1:1.
W widmie FTIR chlorowodorku arbidolu mozna zauwazy¢ szerokie, intensywne pasmo
przy 3407 cm™ odpowiadajace drganiom rozciagajacym OH oraz pasmo przy 3126 cm™,
ktore przypisane jest do drgan rozciggajacych aromatycznych CH [5] i rowniez do drgan
rozciagajacych NH [6]. Nastgpne pasmo przy 3056 cm™ odpowiada drganiom aroma-
tycznym CH [7]. Z kolei pasma absorpcyjne przy 2980 cm™, 2926 cm™, 2853 cm™
i 2708 cm™ odzwierciedlaja drgania grup CHj i CH, [7], apasmo przy 1682 cm™
odpowiedzialne jest za drgania rozciagajace CO [5]. W widmie Ramana przy 3336
i 3328 cm™ obecne sa pasma drgaf rozciagajacych NH, w zakresie 3100-2800 cm™
wystepuja pasma drgan rozciagajacych CH, CH, i CHs, a przy 1678 cm™ pasmo drgan
rozciggajacych CO. w przypadku substancji pomocniczych, ktore naleza do weglowo-
danéw mozna wyrézni¢ pasma w zakresie 3600-2800 cm™ nalezace do drgan rozciaga-
jacych grup OH i CH, a wobszarze 1500-1200 cm™ do drgan grup HCH i CH,OH.
Natomiast w zakresie 1200-950 cm™ obserwuje si¢ drgania rozciagajace grupy CO,
aw obszarze 950-700 cm™ drgania deformacyjne grup COH, CCH i OCH. Z kolei
w zakresie 700-500 cm™ obecne sa drgania deformacyjne egzocykliczne (CCO),
aponizej 500 cm™ drgania deformacyjne endocykliczne (CCO, CCC) [7-9]. Widma
Ramana substancji pomocniczych ujawniajg intensywne pasmo Iub intensywnie
nakladajace si¢ pasma przy ok. 2900 cm™ odpowiadajace drganiom rozciagajacym
CH/CH,. Ponadto w zakresie 1500-1200 cm™ obserwuje si¢ pasma drgan deformacyj-
nych C-H, a w zakresie 1200-950 cm™ symetryczne drgania rozciagajace CC i CO [8].
W przypadku widm spektroskopowych mieszanin chlorowodorku arbidolu z laktoza
i gumg arabska mozna zauwazy¢, iz stanowig one sume pasm obu sktadnikow. Jedynie
w widmach mieszaniny z sorbitolem mozna dostrzec znaczng zmiang intensywno$ci
pasma chlorowodorku arbidolu przy 3126 cm™, ktore zwiazane jest z drganiami
rozciagajacymi aromatycznymi CH i NH. Z kolei przy 1682 cm™ zauwazalne s zmiany
W ksztalcie pasma chlorowodorku arbidolu przypisanego do drgan rozciggajacych CO.
Obliczenia analizy faktorowej (FA) (rys.1C) pozwolity na wyodrgbnienie trzech
klastrow. Jeden z klastrow ztozony jest z chlorowodorku arbidolu ijego mieszanin
z laktoza i guma arabska, drugi zawiera gume arabska, sorbitol ilaktoze. Natomiast
W trzecim znajduje si¢ tylko mieszanina chlorowodorku arbidolu z sorbitolem. Wyniki te
potwierdzaja analizy DSC i TG-FTIR, ktore w przypadku mieszaniny chlorowodorku
arbidolu z sorbitolem (rys.1D i 1E) ujawniaja brak pikéw chlorowodorku arbidolu na
krzywej DSC mieszaniny, a przebieg rozkladu mieszaniny na krzywej TG rézni si¢ od
przebiegu rozktadu chlorowodorku arbidolu niezmieszanego z sorbitolem, jak i rowniez
obserwowane sa r6znice w widmach FTIR zarejestrowanych z analiz TG.

137



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

A Chlrwadaec aridey i il B) Chleromodared aebidols : i Q

T
Chlrowadorek abidl - el . r Chromodeck artaola - el

Sockil

Cllsrowodseek arbidl - soma srbeka

Gams arbsla

[ —— Caymi 1 (50.56%

B FoR—— oo il st

{ %
2] \ ¢ i
R \ i 4 S
s | Chlorowodorek arbidolu Em "é
2 uf ¥ g WA
1 - | .2 £
1 Chlorowodorek arbodolu - sorbitol 2 T 1I|§
£ <
] mE 3 M
wf (R |
‘ Sorbitol w P e F
ol m w“m m ~
P E i L
N M"""VW; - s )

Ryé.l. WldmaFTIR (A); widma Ramana (B); wykres (C) FA dla chlorowodorku arbidolu (ARB), substancji
pomocniczych: gumy arabskiej (Gar), laktozy (Lak) i sorbitolu (Sor) oraz mieszanin; krzywe DSC (D); krzywe
TG i widma gazowych produktow (E) dla chlorowodorku arbidolu, sorbitolu i ich mieszaniny.

Whioski: Badania z zastosowaniem metod spektroskopii wibracyjnej wspomaganych
analizg faktorows (FA) oraz pomiary TG-FTIR ujawnily zmiany w strukturze krysta-
licznej chlorowodorku arbidolu po zmieszaniu z sorbitolem, co potwierdzity réwniez
pomiary DSC. Rozmieszczenie probek na wykresie FA jednoznacznie wskazato, iz
widma FTIR i Ramana mieszaniny chlorowodorku arbidolu z sorbitolem znacznie r6znia
si¢ od widm sktadnikow i widm dwoch pozostatych mieszanin.
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FTIR | SPEKTROSKOPIA RAMANA WSPOMAGANE
ROZNICOWA KALORYMETRIA SKANINGOWA W BADANIU
NIEZGODNOSCI POCHODNEJ KWASU PROPIONOWEGO
Z SUBSTANCJAMI POMOCNICZYMI

B. ROJEK, A. PLENIS, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Wydziat Farmaceutyczny,
Katedra i Zaktad Chemii Analitycznej, al. Gen. J. Hallera 107, 80-416 Gdansk.

Abstrakt: Badania zwigzane z wykrywaniem niezgodnosci pomigdzy substancja
aktywna i substancjami pomocniczymi stanowig integralng cze$¢ etapu preformulacji
opracowania nowego produktu leczniczego, ktéory powinien charakteryzowac si¢
odpowiednig jakosScia i trwatoscig. Zastosowanie metod spektroskopowych, wiaczajac
podczerwien z transformacjg Fouriera (FTIR) i spektroskopia Ramana, znaczaco
przyczynito si¢ do wczesnego przewidywania, monitorowania i scharakteryzowania
niezgodnos$ci substancji aktywnej z substancjami pomocniczymi bez kosztownych strat
materiatu oraz umozliwilo znaczne skrocenie czasu potrzebnego do opracowania
odpowiedniej receptury. Nalezy przy tym wspomnie¢, iz metody spektroskopowe
zastosowane razem z metodami termicznymi, takimi jak r6znicowa kalorymetria
skaningowa (DSC) umozliwiaja dogl¢bne zbadanie niezgodnosci pomigdzy sktadnikami
preparatow farmaceutycznych i Utatwiajg wybor najbardziej odpowiednich substancji
pomocniczych w projektowaniu postaci dawkowania. Interpretacja widm spektroskopo-
wych ikrzywych DSC mieszanin substancji aktywnej z pomocniczymi polega na
poréwnaniu z widmami i krzywymi DSC skladnikoéw. Na zgodno$¢ pomiedzy
sktadnikami wskazuje obecno$¢ wszystkich pasm absorpcyjnych sktadnikow w widmie
mieszaniny, a na krzywych DSC mieszanin wystgpowanie wszystkich pikow sktadni-
kow. Wszelkie zmiany w widmach czy krzywych DSC mieszanin wskazuja na
niezgodnosci pomigdzy skladnikami. W zwigzku z powyzszym, celem pracy bylo
zastosowanie spektroskopii FTIR i Ramana wspomaganych DSC w badaniu niezgodno-
$ci pochodnej kwasu propionowego z wybranymi substancjami pomocniczymi
w stosunku 1:1. Wyniki badan spektroskopowych ujawnily niezgodno$¢ kwasu
2-(6-metoksynaftalen-2-ylo) propanowego z hypromeloza i metyloceluloza, ktore
potwierdzono poprzez analizy DSC.

Whprowadzenie: Podczerwien z transformacjg Fouriera (FTIR) i spektroskopia Ramana
stanowiag dwie komplementarne metody spektroskopowe, ktore sa powszechnie
stosowane w kontroli jakosci sktadnikow i preparatow farmaceutycznych. Charakteryzu-
ja sie szybkimi i nieniszczagcymi probki pomiarami, ktore dostarczaja szczegétowych
informacji chemicznych i strukturalnych o badanych substancjach i mieszaninach
farmaceutycznych. Badania spektroskopowe razem z metodami termicznymi,
a szczegblnie zroznicowa kalorymetria skaningowa (DSC) umozliwiaja poznanie
wlasciwosci fizykochemicznych sktadnikow mieszanin farmaceutycznych, a tym samym
skuteczne wykrywanie niezgodnosci pomigdzy tymi skladnikami, co ma istotne
znaczenie w badaniach preformulacyjnych na etapie rozwoju technologii wytwarzania
produktu leczniczego o odpowiedniej jakosci [1-2]. Polgczenie metod spektroskopowych
z DSC umozliwia szybka identyfikacj¢ niezgodno$ci poprzez monitorowanie zmian
jakie moga zachodzi¢ w substancji aktywnej w temperaturze pokojowej podczas
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pomiaréow spektroskopowych oraz zmiany obserwowane podczas ogrzewania do
temperatury ok. 300°C. Nalezy przy tym wspomnie¢, iz z jednej strony wysoka
temperatura moze przyspieszy¢ zaj$cie interakcji pomigdzy substancjg aktywna
i pomocnicza, a zdrugiej strony moze przyczyni¢ si¢ do zajscia reakcji, ktore
w przypadku wytwarzania preparatu leczniczego w ogoéle nie zachodzg. W zwiazku
z tym, celem pracy bylo zastosowanie spektroskopii FTIR i Ramana wspomaganych
DSC  wbadaniu niezgodno$ci  pochodnej  kwasu  propionowego  (kwas
2-(6-metoksynaftalen-2-ylo)propanowy) po zmieszaniu z celuloza mikrokrystaliczna,
hydroksypropyloceluloza, hypromeloza i metyloceluloza w stosunku 1:1.

Cze$é eksperymentalna: Kwas 2-(6-metoksynaftalen-2-ylo) propanowy, hydroksy-
propylocelulozg ihypromeloze (HPMC) zakupiono w Sigma-Aldrich (Steinhem,
Niemcy). Natomiast celuloze mikrokrystaliczng Avicel PH 101 (MCC) zakupiono
w FMC Corp. Europe N.V. (Bruksela, Belgium), a metyloceluloze (MC) w Shin-Etsu
Chemical Co. (Tokyo, Japonia). Spektrofotometr FTIR, Nicolet 380 (Thermo Fischer
Scientific, Madison, USA) zastosowano do rejestracji widm probek sprasowanych z KBr
w zakresie spektralnym 4000-400 cm™ przy rozdzielczosci przyrzadu 4 cm™. Z kolei
spektrometr DXR SmartRaman (Thermo Fisher Scientific, Madison, USA), wyposazony
w laser DXR o dlugos$ci fali 780 nm i 0 mocy 15 mW postuzyt do rejestracji widm
Ramana w zakresie 3414-400 cm ™ przy rozdzielczosci 2 cm . Natomiast analizy DSC
przeprowadzono za pomocag réznicowego kalorymetru skaningowego 822¢ (Mettler
Toledo, Schwerzenbach, Szwajcaria) z szybkoscig ogrzewania 10 °C/min i w atmosferze
azotu o przeplywie 70 ml/min przy zastosowaniu trojetapowego programu (ogrzewanie-
chlodzenie-ponowne ogrzewanie). Pierwszy etap polegal na ogrzewaniu probek od 25
°C do 250 °C, a nastgpnie przez 2 minuty probki znajdowaty si¢ w warunkach
izotermicznych w 250°C. Drugi etap polegat na schtodzeniu probek od 250 °C do -25 °C
i W tej koncowej temperaturze probki byly przetrzymywane przez 2 minuty. W trzecim
etapie probki byly ponownie ogrzewane od -25 °C do 250 °C.

Wyniki: Rysunek 1A przedstawia widma kwasu 2-(6-metoksynaftalen-2-ylo) propano-
wego i czterech substancji pomocniczych. W widmie FTIR pochodnej kwasu propiono-
wego mozna wyrdzni¢ pasma zwigzane Z drganiami rozciagajacymi grupy O-H przy
3188 cm™, a przy 1726 cm™ i 1684 cm™ grupy C=0 niezwigzanej z wodorem i zwigzanej
z wodorem. Ponadto przy 1090 cm™ wystepuja drgania rozciggajace C-O, aprzy
1264 cm™ i 1028 cm™ symetryczne drgania rozciagajace arylo-O oraz przy 1604 cm™
i 1481 cm™ aromatyczne drgania rozciggajace C=C [3-4]. Z kolei widmo Ramana tej
substancji przy 3011 cm™ i 2859 cm™ pokazuje pasma drgan rozciagajacych grup CHs
i CH,, aprzy 1617 cm™ pasma drgan rozciagajacych C-C i zginajace C-H dla tych
dwoch grup w pierécieniu. Przy 1465 cm™ widoczne sa drgania zginajace grupy CHa,
aprzy 1422 cm™ drgania zginajace grup CH; i CH, oraz przy 1388 cm™ i 1341 cm™
drgania zginajgce grupy CH, [5]. Widma FTIR czterech substancji pomocniczych,
nalezacych do pochodnych celulozy w zakresach: 3600-2800 cm™ wykazuja pasma
drgan rozciagajacych grup O-H iC-H; w 1500-1200 cm™ pasma drgan grup HC-H
i CH,-OH; w 1200-950 cm™ pasma drgan rozciagajacych grupy C=0; w 950-700 cm™
pasma drgan deformacyjnych grup C-OH, C-CH i O-CH; w 700-500 cm™ pasma drgan
deformacyjnych egzocyklicznych (CCO), a ponizej 500 cm™ pasma drgan deformacyj-
nych endocyklicznych (CCO, CCC). W widmach ramanowskich substancji pomocni-
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czych widoczne jest intensywne pasmo lub intensywnie naktadajace si¢ pasma przy ok.
2900 cm™ nalezace do drgan rozciagajacych CH i CH,. Dalej obserwuje si¢ drgania
deformacyjne C-H w zakresie 1500-1200 cm™ oraz symetryczne drgania rozciagajace
C-C i C-O w zakresie 1200-950 cm™. Pomimo podobienstwa budowy, mozliwe jest
rozréznienie widm oscylacyjnych weglowodanow na podstawie pasm znacznikowych,
ktore uzaleznione sg od symetrycznych drgan rozciagajacych CC i CO w zakresie
1200-1000 cm™ oraz od rodzaju drgan szkieletowych W obszarze ponizej 500 cm™ [6-7].
Widma FTIR iRamana mieszanin pochodnej kwasu propionowego z substancjami
pomocniczymi  poréwnano z widmami otrzymanymi oddzielnie dla sktadnikow.
Zmniejszenie intensywnosci pasm absorpcyjnych nieproporcjonalnie do zmniejszenia si¢
zawartosci sktadnikow W mieszaninie, zmiany ksztaltu iprzesunigcia pasm lub
pojawienie si¢ nowych, nie pochodzacych ze skladnikow, wskazuja na istnienie
niezgodnos$ci miedzy substancjg aktywng a substancja pomocniczg. Rysunek 1B
przedstawiajg widma FTIR i Ramana pochodnej kwasu propionowego ijego czterech
dwusktadnikowych mieszanin z badanymi substancjami pomocniczymi. Jak widad,
w widmach tych mieszanin obecne sg pasma substancji aktywnej, jednak intensywno$¢
tych pasm w przypadku mieszanin, w ktory wystgpuja niezgodnosci jest znacznie
zmniejszona, jak irowniez ksztalt pasm jest nieznacznie zmieniony W poréwnaniu
z widmami substancji aktywnej. Intensywno$¢ pasm pochodnej kwasu propionowego
w widmach mieszanin z celuloza mikrokrystaliczna i z hydroksypropyloceluloza jest
adekwatna do zawartosci tej substancji aktywnej w mieszaninach z tymi substancjami
pomocniczymi. Niezgodnosci w mieszaninach kwasu 2-(6-metoksynaftalen-2-ylo)
propanowego z hypromeloza i metyloceluloza zostaly potwierdzone przez analizy DSC
(rys.1C) przy zastosowaniu trojetapowego programu (ogrzewanie-chtodzenie-
ogrzewanie).
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Rys.1. Widma FTIR i widma Ramana (A) dla substancji aktywnej i substancji pomocniczych; widma FTIR
i widma Ramana (B) dla substancji aktywnej i mieszanin; krzywe DSC (C) substancji aktywnej i miesznin.

Whioski: Badania wykonane z zastosowaniem spektroskopii FTIR i Ramana wspoma-
gane analizami DSC dla mieszanin pochodnej kwasu propionowego z celulozg
mikrokrystaliczng, hydroksypropyloceluloza, hypromeloza i metyloceluloza w stosunku
1:1 wykazatly, iz dwie substancje pomocnicze (metyloceluloza ihypromeloza) byty
niezgodne z kwasem 2-(6-metoksynaftalen-2-ylo) propanowym. Pomiary DSC
potwierdzity wyniki FTIR i spektroskopii Ramana. Krzywe DSC mieszanin, w ktorych
wystapity niezgodnos$ci ujawnily znaczne zmniejszenie piku topnienia substancji

aktywnej.
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WYKORZYSTANIE POWIERZCHNIOWO WZMOCNIO,NEJ
SPEKTROSKOPII RAMANA (SERS) DO ANALIZY KOMOREK
PRATKOW Mycobacterium smegmatis

K. LEWTAK! R. KELLER? M.J. FIOLKA® ‘'Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra
Biologii Komorki, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, “Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej, Wydziat Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Laboratorium Analityczne,
pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin, *Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Immunobiolo-
gii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Ekstrakt z nasion $lazowca pensylwanskiego (Sida hermaphrodita) o znanej
aktywnos$ci przeciwgrzybowej zostal przeanalizowany pod katem aktywnosci przeciw-
bakteryjnej wobec pratkow M. smegmatis. Analiza zuzyciem powierzchniowo
wzmocnionej spektroskopii Ramana (SERS), wykorzystujaca czasteczki koloidalnego
srebra (Ag°) wykazata ilociowe zmiany sktadu chemicznego $cian komoérek pratkow na
skutek ekspozycji na ekstrakt z nasion §lazowca pensylwanskiego. Rdéznice dotyczyly
intensywnosci sygnatow charakterystycznych dla weglowodanow, biatek i lipidow.

Woprowadzenie: Rosliny od tysiecy lat sg gtownym Zrodlem lekow stosowanych
w leczeniu i zapobieganiu chorobom. Przemyst farmaceutyczny osiggnat obecny poziom
m. in. dzigki zastosowaniu tradycyjnych lekéw pochodzenia roslinnego [1]. Szacuje sig,
ze ponad potowa wszystkich nowoczesnych lekow jest pochodzenia naturalnego, a okoto
60% zwiazkow przeciwnowotworowych i 75% lekéw na choroby zakazne to produkty
naturalne lub ich pochodne [2]. Dzigki swoim wiasciwosciom leczniczym gatunki roslin
z rodzaju Sida sa szeroko stosowane na catym $wiecie. Najbardziej znanymi surowcami
fitofarmakologicznymi sg S. acuta, S. cordifolia, S. rhombifolia, S. cordata
i S. galheirensis [3,4]. Slazowiec pensylwanski (Sida hermaphrodita) to wieloletnia
roslina zielna z rodziny §lazowatych (Malvaceae). Potencjalne znaczenie gospodarcze
zwigzane jest gtownie Z mozliwosciag wykorzystania tej rosliny jako Zrodta biomasy na
cele energetyczne, surowca w przemysle celulozowo-papierniczym, paszowego czy
narzgdzia do rekultywacji gruntdéw na terenach zdegradowanych chemicznie [5,6].
Obecnos¢ substancji $luzowych w korzeniach i liciach $lazowca pensylwanskiego jest
poréwnywalna z zawarto$cig tych sktadnikow w znanym surowcu farmaceutycznym -
prawoslazie lekarskim (Althaea officinalis). Moze to mie¢ potencjalne znaczenie
w zastosowaniu S. hermaphrodita jako surowca leczniczego [7,8]. Co wigcej, ekstrakt
Z nasion $lazowca posiada udowodniong aktywno$¢ przeciwgrzybowg anty-Candida
albicans. Analizy elektroforetyczne i proteomiczne wykazaty, ze w badanym ekstrakcie
znajdujg si¢ zarowno biatka (w tym ros$linne peptydy przeciwdrobnoustrojowe) jak
i cukry (glukoza i galaktoza) [9].

Mykobakterie sa czynnikiem etiologicznymi groznych chordéb zakaznych, wtym
gruzlicy ludzi izwierzat. Pratki niegruzlicze inne niz Mycobacterium tuberculosis
complex i Mycobacterium leprae wywotuja choroby zwane mykobakteriozami. Sg one
czynnikiem sprawczym infekcji pluc, zmian w obrebie skory itkanek migkkich,
upos$ledzaja uktad kostno-stawowy i wezty chlonne. Leczenie mykobakterioz jest trudne
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i wymaga dlugotrwalej terapii wielolekowej. Dodatkowo jest to ograniczone ze wzgledu
na duza czgsto$¢ wystgpowania dziatan niepozadanych stosowanych antybiotykow, co
sktania do poszukiwania i opracowania skuteczniejszych sposobow terapii [10].

Czes¢ eksperymentalna: W celu przygotowania ekstraktu, nasiona §lazowca pensyl-
wanskiego zostaly poddane powierzchniowej sterylizacji w 70% etanolu, ptukaniu
w wodzie idezintegracji w buforze Sorensena (pH 6,0). Material roslinny zostat
nastgpnie trzykrotnie zamrozony W cieklym azocie i poddany mechanicznej homogeni-
zacji. Uzyskany homogenat odwirowano (18 000 x g, przez 10 min), przesaczono przez
saczki mikrobiologiczne (0,22 pm), zliofilizowano iwykorzystywano do kolejnych
analiz. Stezenie biatka W ekstrakcie okreslano metodg Bradford [11]. Hodowle
kontrolnych komoérek M. smegmatis i komdrek poddanych dziataniu ekstraktu z nasion
S. hermaphrodita (0 stgzeniu 150 pg/ml) prowadzono w ptynnych podtozach Sautona.
Probki inkubowano przez 6 dni w temperaturze 37 °C z wytrzasaniem 120 rpm.

W celu przeanalizowania zmian chemicznych zachodzacych w $cianie komorek bakterii
jak i wewnatrz komoérek wywotanych dziataniem ekstraktu z nasion wykorzystano
spektroskopie Ramana. Zastosowana powierzchniowo wzmocniong spektroskopia
Ramana (SERS, ang. Surface Enhanced Raman Spectroscopy) to technika polegajaca na
pomiarze promieniowania rozproszenia Ramana (nieelastycznego rozpraszania $wiatla)
wzmocnionego poprzez osadzenie badanej substancji na powierzchni metalu lub
wytworzenie metalicznego zolu (przez redukcj¢ soli danego metalu), z ktérym badana
substancja oddziatywuje. W analizie komoérek M. smegmatis zastosowano metode
wykorzystujaca czasteczki srebra (Ag), uzyskane na drodze redukcji chemicznej.
Metoda ta polega na potaczeniu komorek bakterii z roztworami prekursorow koloidow
(solg metalu ireduktorem), a nastepnie zainicjowaniu redukcji metalu przez dodanie
brakujacego prekursora. W celu przygotowania komoérek optaszczonych nanoczgstecz-
kami srebra, pratki zawieszono w0,1 M wodnym roztworze borowodorku sodu
(NaBHy,), przeptukano wodg, po czym zawieszono w 0,05 M wodnym roztworze azotanu
srebra (AgNOs). Z kolei odwrocenie kolejnosci procedury — czyli zawieszenie komorek
M. smegmatis w roztworze soli metalu (0,05 M AgNQOs), przeptukanie woda i dodanie
roztworu reduktora (0,1 M NaBH,;) pozwolito uzyska¢ reakcje, w ktorej czasteczki
srebra byty gtéwnie rozprowadzane w komorce. Jony srebra, ktore wnikaja do komorki
(przez dyfuzje), sa unieruchamiane W miejscach, ktére majg do nich szczegodlne
powinowactwo (na przyklad regiony bogate W azot lub siarke), a nastgpnie reaguja
z reduktorem, ktory dyfunduje do komorki [12]. Po przeprowadzonej reakcji komorki
natozono na metalowe stoliki i poddano analizie spektroskopowej z wykorzystaniem
mikroskopu Ramana InVia firmy Renishaw (UK). W celu wzbudzenia wykorzystano
laser emitujacy $wiatto 0 dtugosci 785 nm i mocy 1 mW. Otrzymane widma opracowa-
no przy uzyciu oprogramowania WiRE 3.4 Renishaw (Renishaw, UK). Uzyskane widma
interpretowano w oparciu o dane opublikowane przez Hamasha i wspotpracownikow
[13]. Wizualizacje doswiadczenia przedstawiono na rys.1.

NaBH, + AgNO; > Ag + NaNO; + % H, + % B,H,
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Rys.1. Schemat przedstawiajacy wytwarzanie czastek srebra na drodze redukcji chemicznej: na powierzchni
(A) oraz wewnatrz (B) komérek M. smegmatis w celu wzmocnienia sygnatu Ramana

Wyniki: Analiza sktadu chemicznego $cian komérkowych M. smegmatis technikg SERS
wykazata wyrazne roznice pomig¢dzy widmami powierzchni komorek hodowli kontrolnej
ikomoérek po 6 dniach ekspozycji na ekstrakt znasion o stezeniu 150 pg/ml.
(rys.2A).W widmie $ciany komorkowej pratkdbw po inkubacji z ekstraktem pik
odpowiadajacy weglowodanom byt bardziej intensywny niz w widmie komorek
kontrolnych (C) (wzrost intensywnosci sygnatu przy 1150 cm™). Sygnaly dla kwasow
nukleinowych i lipidéw byly mniej intensywne (A i D). Natomiast pik odpowiadajacy
biatkom (B) byt wyzszy przy 1050 cm™ i nieco nizszy przy 1400 cm™. Wskazuje to na
ilo§ciowa zmiane¢ sktadu bialek i lipidow w $cianie komdrkowej pratkow po ekspozycji
na ekstrakt z nasion $lazowca pensylwanskiego.

W przypadku analizy spektroskopowej probek, gdzie zredukowane czastki srebra
koloidalnego znajdowaty si¢ wewnatrz komorek bakterii nie zanotowano znaczacych
zmian w widmach komodrek kontrolnych i komoérek po inkubacji z ekstraktem z nasion
(150 pg/ml) (rys.2B). Nieznaczne roznice dotyczyly regionéw widm przy 833 cm’
i 1180 cm’, przypisanym weglowodanom, gdzie zaobserwowano intensywniejsze
sygnaly dla widma komorek kontrolnych.
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Rys.2. Widma SERS: a - powierzchni §cian komorkowych kontrolnych komorek pratkow M. smegmatis oraz
komorek po 6 dobach inkubacji z surowym ekstraktem z nasion S. hermaphrodita o stezeniu 150 pg/ml;
B — wngtrza komorek kontrolnych i poddanych dziataniu ekstraktu. Oznaczenia literowe odnosza si¢ do
sygnatow charakterystycznych dla: a — kwasow nukleinowych, B — biatek; C — weglowodanow;
D — lipidow.

Whioski: Analiza SERS komoérek M. smegmatis inkubowanych z ekstraktem z nasion
Slazowca pensylwanskiego wykazalta wzrost intensywnosci sygnatow charakterystycz-
nych dla weglowodanéw i biatek oraz spadek intensywnosci sygnatow przypisanych
lipidom w $cianie komorkowej pratkow. Otrzymane wyniki wskazujg na przylaczanie
sie zwigzkéw biatkowo-polisacharydowych pochodzgcych 2z ekstraktu do $ciany
pratkow, co w konsekwencji prowadzi do utraty jej integralno$ci i utraty lipidow ze
$ciany komdrkowe;.

Dodatkowo, uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze technika SERS i metoda
wykorzystujaca optaszczanie komoérek koloidalnym srebrem moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywana do analizy komorek pratkow.

146



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

Literatura:

1. L. Pan, E.J.C. de Blanco, A.D. Kinghorn. Plant-Derived Natural Products, Springer, New York, USA 2009.
2.J.D. McChesney, S.K. Venkataraman, J.T. Henri, Phytochemistry, 68 (2007) 2015.

3. LA, Medeiros, M.R.V. Santos, N.M.S. Nascimento, J.C. Duarte, Fitoterapia, 77 (2006) 19.

4. F.C. Rodrigues, A.F.M. de Oliveira, South African Journal of Botany, 132 (2020) 432.

5. W. Denisiuk, Inzynieria Rolnicza, 6 (2005) 105.

6. M. Nahm, C. Morhart, GCB Bioenergy, 10 (2018) 393.

7. T. Wolski, B. Styk, Wiadomosci Zielarskie, 6 (1989) 1.

8. H. Borkowska, K. Wardzinska, Annales Universitatis Mariae Curie-Sktodowska. Sectio E. Agricultura, 54
(1999) 31.

9. K. Lewtak, M.J. Fiotka, P. Czaplewska, K. Macur, Z. Kaczynski, T. Buchwald, E. Szczuka, J. Rzymowska,
Scientific Reports, 9 (2019) 12233

10. S.K. Sharma, V. Upadhyay, Indian Journal of Medical Research, 152 (2020) 185.

11. M.M. Bradford, Analytical Biochemistry, 72 (1976) 248.

12. S. Efrima, L. Zeiri, Journal of Raman Spectroscopy, 40 (2009) 277.

13. K. Hamasha, M.B. Sahana, C. Jani, S. Nyayapathy, C.M. Kang, S.J. Rehse, Biochemical and Biophysical
Research Communications, 391 (2010) 664.

147



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

SPEKTROSKOPIA FTIR JAKO METODA KOMPLEMENTARNA
W BADANIACH KOMOREK
C. Albicans PO DZIALANIU KOMPLEKSU VENETIN-1
Z PLYNU CELOMATYCZNEGO DZDZOWNIC

S. WOJCIK-MIESZAWSKA!, W. SOFINSKA-CHMIEL?, K. LEWTAK?
B. SIDORSKA!, M. J. FIOLKA', 'Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Katedra Immunobiologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin,
2Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydzial Chemii, Instytut Nauk Chemicznych,
Laboratorium Analityczne, pl. Marii Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin, *Uniwersytet
Marii  Curie-Sktodowskiej, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Biologii
Komorki, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Abstrakt: Celem przeprowadzonych analiz bylo okre§lenie sposobu dziatania
kompleksu Venetin-1 wyizolowanego z ptynu celomatycznego Dendrobaena veneta na
komoérki Candida albicans i porownanie z dziataniem flukonazolu. Badania przeprowa-
dzono za pomoca metod mikroskopowych i spektroskopowych. Do analizy zmian $ciany
komorkowej zastosowano mikroskopie fluorescencyjng (barwienie B-glukandéw S$ciany
komoérkowej fluorochromem Congo Red) oraz spektroskopie w podczerwieni
FTIR-ATR.

Whprowadzenie: Candida albicans jest gatunkiem grzyba najczesciej izolowanym
z prob klinicznych. Drozdzak ten wchodzi w sktad naturalnej mikroflory bton §luzowych
przewodu pokarmowego, oddechowego, moczowo-piciowego oraz skory, nie wywotujac
przy tym zadnych objawow. Jedna z cech tego grzyba jest roznorodnos$¢ form w jakich
moze wystepowac, a mianowicie jednokomorkowej, pseudogrzybni oraz grzybni.
Moment, w ktorym dochodzi do nadmiernej proliferacji grzyba jest nazywany
kandydoza (drozdzyca). Czynnikami, ktére maja wplyw na patogenno$¢ C. albicans sa
wilasciwosci adhezyjne, dimorfizm oraz wytwarzanie enzyméw itoksyn [1,2]. Do
glownych przyczyn powstawania drozdzycy naleza: ostabienie uktadu immunologiczne-
go, dlugotrwata antybiotykoterapia, leczenie sterydami, czy antykoncepcja. Szczegdlnie
niebezpieczne sa zakazenia szpitalne. Szacuje si¢, iz U pacjentdéw zakazonych
C. albicans $miertelno$¢ na oddziatach OIOM dochodzi nawet do 40% [3].

Dzdzownice sg nie tyko doskonatym organizmem modelowym wykorzystywanym
w badaniach, lecz takze bogatym zrodlem farmaceutykow stosowanym w tradycyjnej
i wspotczesnej medycynie Dalekiego Wschodu. Wedlug badan, preparaty z dzdzownic
zawieraja m. in. substancje cytolityczne, antybakteryjne, przeciwgrzybowe, proteoli-
tyczne oraz przeciwnowotworowe [4-9]. Otrzymany preparat z ptynu celomatycznego
dzdzownic Dendrobaena veneta -kompleks biatkowo-proteinowy Venetin-1, wykazuje
dziatanie wobec komorek C albicans i nie wywotuje toksycznego efektu na prawidtowe
fibroblasty skory ludzkiej [10]. Kompleks dziata destrukcyjnie na $ciang komoérkowsa
grzyba, powoduje zmiany organelli komérkowych, a takze wywotuje stres oksydacyjny
w komoérkach drozdzaka [6].

Cze$¢ eksperymentalna: Kompleks Venetin-1 otrzymano z dzdzownic Dendrobaena
veneta prowadzonej w Katedrze Immunobiologii UMCS. Po 24 godzinnym oczyszcza-
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niu jelita zwierzat, pltyn celomatyczny pobierano do 0,9% NaCl, przy zastosowaniu
fagodnego szoku elektrycznego. Plyn celomatyczny pozbawiony celomocytow
filtrowano przez filtry Milipore o $rednicy poréw 0,22 um i ogrzewano w celu usuniecia
cytotoksycznosci. Tak przygotowany preparat dializowano w workach dializacyjnych
0 punkcie odcigcia 12-14 kDa, w wodzie, w temperaturze 4 °C przez 24 h. Nastepnie
rozlewano go do probowek typu Eppendorf i zamrazano, po czym liofilizowano. Przed
przeprowadzeniem doswiadczen okreslano stezenie bialka metoda Bradford.

Do doswiadczen hodowle C. albicans namnazano w ptynnym podtozu Sabouraud przez
24 h. Proby kontrolne stanowilo ,,ubogie” podtoze YPD (0,1 % ekstrakt drozdzowy,
0,2% pepton, 0,05% glukoza), siarczan streptomycyny w stezeniu 0,17 mg mL™ oraz
30 pl zawiesiny C. albicans (10’ CFU). Proby badane stanowily hodowle z dodatkiem
flukonazolu oraz kompleksu Venetin-1 dodane do otrzymania koncowych stgzen
odpowiednio 20 pg mL™* oraz 100 pg mL™.

Fluorochrom Congo red stosowany jest do barwienia B-glukandéw $ciany komoérkowe;j
grzybow. Barwienie przeprowadzono z zastosowaniem 2% wodnego roztworu barwnika
zmieszanego z zawiesing komorek drozdzaka, hodowli kontrolnych oraz traktowanych
Venetin-1 i flukonazolem, w stosunku obj¢tosciowym 1:1. Komérki wraz z Congo red
inkubowano przez 3 minuty w ciemnosci, W temperaturze pokojowej. Probki obserwo-
wano pod mikroskopem konfokalnym Olympus BX61 (Carl Zeiss, Japonia), przy
dtugosci fali wzbudzenia 543 nm i emisji 620 nm oraz przy powigkszeniu 60x.

Analizy spektroskopowe FTIR, mialy na celu potwierdzenie zmian zachodzacych
w komorkach C. albicans po dziataniu preparatu Venetin-1 oraz flukonazolu.
W badaniach analizowano komorki proby kontrolnej C. albicans (Kontrola), komorki po
dziataniu preparatu 0 stezeniu 100 pg mL™ (V100) i flukonazolu 20 pg mL™ (FL20).
Analizy wykonano przy zastosowaniu spektrometru FTIR Thermo Nicolet 8700
z przystawka Smart Orbit™ diamond ATR przy uzyciu detektora DTGS. Widma
rejestrowano w zakresie $redniej podczerwieni 4000-650 cm™ ?rozdzielczo$cia
spektralng 4 cm™. Otrzymane widma poddano korekgji linii bazowej oraz skalowanej
normalizacji.

Whyniki: Barwienie komoérek C. albicans hodowli kontrolnej przy uzyciu Congo red
uwidocznito regularny ksztalt komorek, aemitowana czerwona fluorescencja $cian
komoérkowych byta staba (rys.1A). Komorki grzyba poddane inkubacji z kompleksem
Venetin-1 o stezeniu 100 pg mL™' wykazywaly intensywna fluorescencje na catej
powierzchni $ciany oraz W miejscach polaczen komorek. Zaobserwowano rowniez
komorki powigkszone 0 zmienionej morfologii, a takze tworzace formy kilkukomorko-
wych lancuszkow (rys.1B). Po barwieniu C. albicans traktowanych flukonazolem
0 stezeniu 20 ug mL™, zarejestrowano znacznie mniej intensywne $wiecenie. Morfologia
komoérek byta zaburzona - obserwowano komoérki powickszone 0 nieregularnym
ksztatcie (rys.1C).
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Rys.1. Komérki C. albicans barwione fluorochromem Congo red; A- komorki hodowli kontrolnej,

B- komoérki po inkubacji z Venetin-1 o stezeniu 100 g mL™, komoérki po inkubacji z flukonazolem
o stezeniu 20 pg mL™. Skala odpowiada 5 um.

Badania  spektroskopowe  FTIR  wykazaly = w zakresie  liczb  falowych
1200-950 cm™ obecno$¢ sygnatow charakterystycznych dla polisacharydow. Analizy
FTIR wykazaty rowniez pasma charakterystyczne dla wigzan wystepujacych w biatkach
w zakresie liczb falowych 1720-1400 cm™ oraz piki odpowiadajace wiazaniom
wystepujacym W lipidach w zakresie 3200-2800 cm™. Analizujac widma FTIR pod
katem zmian zachodzacych w komorkach C. albicans po zastosowaniu preparatu
Ventin-1 oraz flukonazolu mozna zaobserwowac nastepujace zmiany na widmach FTIR:
wzrost sygnatdow w obszarze 2800-3500 cm™ po dziataniu preparatem Venetin-1
o stezeniu 100 pg mL™ oraz znaczny spadek sygnalow w zakresie 900-1800 cm™.
W przypadku dziatania flukonazolu 0 stezeniu 20 pg mL™ na komorki C. albicans
zaobserwowano spadek intensywnosci sygnaléw w zakresie 1800-1200 cm™ (rys.2).
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Rys.2. Widmo FTIR zarejestrowane dla komoérek hodowli kontrolnej (Kontrola), poddanych inkubacji
z kompleksem Venetin-1 o stezeniu 100 pg mL™* (V100), poddanych inkubacji z flukonazolem o stezeniu 20
pg mL™ (FL20).

Whioski: Alarmujaca liczba zakazen szpitalnych wywotanych C. albicans oraz
wzrastajagca antybiotykooporno$¢ na klasycznie stosowane antybiotyki takie jak
flukonazol, stanowi wyzwanie do poszukiwania nowych lekéw. Preparaty stosowane do
leczenia kandydoz musza selektywnie dziala¢ na komorki grzybowe iby¢ bezpieczne
dla pacjentow 0 ostabionych chorobg organizmach. Odstonigcie wierzchniej warstwy
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$ciany zostalo zaobserwowane za pomoca analizy mikroskopowej z uzyciem barwni-
kiem Congo red. Intensywnos$¢ §wiecenia barwnika wzrastata w komorkach inkubowa-
nych z kompleksem, sugerujac wigzanie fluorochromu z B-glukanami wewngetrznej
warstwy $ciany komoérkowej. Takie zjawisko nie bylo obserwowane w komoérkach
poddanych dziataniu flukonazolu.

Badania spektroskopowe FTIR komorek C. albicans przeprowadzone po zastosowaniu
Venetin-1 wykazaty spadek intensywnosci sygnatow w zakresie 1720-1400 cm™ i 1200-
950 cm™. Pasma te odpowiadaja drganiom charakterystycznym dla wigzan chemicznych
wystepujacych w biatkach i polisacharydach, ktére sg budulcem $ciany komorkowe;j.
Spadek intensywnosci pikéw charakterystycznych dla bialek moze $wiadczyé
0 destrukcji mannoproteinowej warstwy S$ciany komorkowej C. albicans w wyniku
dziatania preparatu Venetin-1. Badania spektroskopowe w podczerwieni FTIR wykazaty
wzrost intensywnosci  sygnatow charakterystycznych dla drgan rozciagajacych
wystepujacych w lipidach w zakresie 3200-2800 cm™, co moze $wiadczy¢ 0 odstonieciu
rowniez warstwy lipidowej.

Przeprowadzone analizy pokazujg, ze badanie przy zastosowaniu spektroskopii FTIR-
ATR jest metoda uzupetniajaca obserwacje mikroskopowe, a uzyskane wyniki sugeruja
odmienny mechanizm dziatania obu preparatow przeciwgrzybiczych.

Badania zostaly wykonane w ramach projektu OPUS 19 Narodowego Centrum Nauki,
Nr 2020/37/B/NZ7/00763.
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POROWNANIE METOD HPLC-ICP-MS ORAZ
HPLC-g-TOF-MS W OZNACZANIU JODOWANYCH SRODKOW
KONTRASTUJACYCH W SCIEKACH SZPITALNYCH

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

Abstrakt: W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan dotyczacych oznaczania
jodowanych $rodkow kontrastujacych w Sciekach szpitalnych. W badaniach wykorzy-
stano dwa systemy HPLC-ICP-MS/MS oraz HPLC-g-TOF. Analizowano kwas
diatrozowy, ioheksol oraz iopromid a uzyskane granice oznaczalno$ci pozwolity na
uzyskanie zadowalajacych wynikéw oznaczen.

Woprowadzenie: Ciagly wzrost populacji ludzkiej przyczynit si¢ do zwigkszonego
zapotrzebowania na wodg¢. Ochrona naszego srodowiska W celu zapewnienia zrownowa-
zonego rozwoju jest obecnie jednym z najwazniejszych celow ostatnich dziesigcioleci.
Dowiedziono, ze do $rodowiska wodnego przedostaja si¢ $rodki dezynfekujace,
barwniki, farmaceutyki oraz inne zanieczyszczenia [1-3]. Glowng przyczyna tego
zjawiska sa $cieki szpitalne, zawierajace miedzy innymi antybiotyki, leki cytostatyczne
oraz jodowe $rodki kontrastujace [4,5]. Odkrycie promieniowania rentgenowskiego
w 1895 roku przez Wilhelma C. Rogentgena zapoczatkowato szeroki rozwoj diagnostyki
obrazowej [6]. Jest ona jedng z gatezi medycyny, ktoéra pozwala na uzyskanie obrazoéw
ludzkiego ciata bez wykonywania operacji. Do przeprowadzenie takich badan najcze-
sciej stosuje sie techniki z zakresu radiologii takie jak: zdjecie rentgenowskie, tomogra-
fie komputerows, przeswietlenie, rezonans magnetyczny lub tomografi¢ komputerows.
W celu poprawy uzyskiwanego obrazu okreslonych struktur ciala, stosuje si¢ Srodki
kontrastowe. Srodki kontrastowe zaliczane sa do lekow diagnostycznych, poprawiaja-
cych znaczaco widoczno$é badanych tkanek, narzadéw oraz zwigkszajacych szanse na
zauwazenie dodatkowych szczegdtow [7,8].

Brockow [9] okreslit materiaty kontrastowe jako leki przyczyniajace si¢ do wzrostu
kontrastowosci uzyskanych obrazéow podczas badan radiologicznych. Srodki kontrastu-
jace nie sa barwnikami, nie powoduja stalej zmiany koloru badanych narzadow
wewnetrznych. Mozna je okresli¢ jako substancje, ktore przez pewien czas wplywaja na
sposob oddzialywania promieniowania rentgenowskiego. Od 1910 roku substancja
chemiczng wykorzystywang do wzrostu kontrastowo$ci obrazdw podczas badan
radiologicznych jest siarczan baru. Jednak stosowanie tego zwigzku czgsto przyczynia
si¢ do nieprecyzyjnej diagnostyki chordb, z powodu duzej promieniotworczosci oraz
niskiego powinowactwa do wewnetrznych bton §luzowych przewodu pokarmowego
[10]. Ztego wzgledu w diagnostyce obrazowej najczeSciej stosowanymi lekami sg
jodowane $rodki kontrastowe (ICM). Sa to srodki 0 strukturze pierscienie benzenowego
podstawionego atomami jodu. Jod odpowiada za zwigkszone pochtanianie promienio-
wania rentgenowskiego, powodujac wzrost jasnosci elementow otrzymanych w obrazie,
ktorym znajduja si¢ materiaty kontrastujace. ICM sg powszechnie stosowane od lat 50.
XX wieku, aich produkcja podlega szeroko rozwinigtej kontroli. Niemniej jednak
proces syntezy tych zwigzkow jest przedmiotem nieustannych badan, w celu uczynienia
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go bardziej wydajnym i ekologicznym. Rocznie na catym $wiecie wykonuje si¢ ponad
75 mln badan z uzyciem jodowych $rodkow kontrastujacych, co skutkuje wysokim
stgzeniem i znaczng biokumulacjg ICM. Z tego wzgledu zwiagzki te traktowane sa jako
nowe zanieczyszczenia srodowiska [11,12].

Cze$¢ eksperymentalna: W badaniach wykorzystano $cieki szpitalne ktore pobrano ze
studzienek rewizyjnych w bezposredniej bliskosci lubelskich szpitali. Scieki te nastepnie
wirowano przez okres 30 min z wykorzystaniem wird6wki MPW. Supernatant saczono
i wtej postaci poddawano analizie z wykorzystaniem dwoch dostgpnych na Wydziale
Inzynierii Srodowiska PL systeméw HPLC-ICP-MS/MS oraz HPLC-g-TOF.

System HPLC-ICP-MS/MS opierat si¢ 0 chromatograf cieczowy Agilent Infinity 1260
sprzezony ze spektrometrem ICP Agilent 8900. Fazami ruchomymi w chromatografii
byly wylacznie woda oraz kwas octowy 70%. Gradient realizowany byt w zakresie
0-50% B w czasie 20 min. Kolumna analityczna Eclipse Plus C-18, 250 mm x 4,6 mm
I.D. 2,5um. Spektrometr mas pracowat W trybie MS/MS gdzie gazem reakcyjnym byt
O, znatezeniem przeptywu 0,8 ml/min. Analizowano jon IO" celem unikniecia
interferencji m.in. pochodzacych od 2" Xe.

Drugi z systeméw analitycznych to chromatograf cieczowy Agilent Infinity 1260
sprzezony ze spektrometrem q-TOF Agilent 6546. Fazami ruchomymi w chromatografii
byly wylacznie woda oraz acetonitryl — obie fazy z 0,1% dodatkiem kwasu mréwkowe-
go. Gradient realizowany byt w zakresie 0-80% B w czasie 20 min. Kolumna analitycz-
na analogiczna do HPLC-ICP-MS. Spektrometr mas pracowat w trybie MS/MS gdzie
na kwadrupolu zatozono masy 3 analitow kwasu diatrozowego, ioheksolu i iopromidu.
Analizowano jony monoizotopowe analitow w trybie dodatniej jak i ujemnej jonizaciji.

Wyniki: Uzyskane granice oznaczalno$ci dla metody HPLC-ICP-MS ksztattowaty si¢
na poziomie 0,1 pg/dm® uwzgledniajac BEC (beckgroung equivalent correction) to jest
zarowno tlo wynikajace z tego ze probka jest Sciekiem, jak rowniez warunki laboratoryj-
ne (czysto$¢ argonu i tlenu jako gazu reakcyjnego). Granice oznaczalnosci dla metody
HPLC-q-TOF ksztattowaly si¢ nastgpujaco: kwas diatrozowy — 0,3 pg/dm?, ioheksol —
0,05 pg/dm? i iopromid — 0,07 pg/dm®.

Tabela 1. Wyniki oznaczef ICM w $ciekach z wykorzystaniem ICP-MS/MS.

Nr probki sciekow Kwas diatrozowy lohexol lopromid
[pg/dm’] [ng/dm’] [pg/dm’]

1 54 293 14,2

2 11,2 312 11,6

3 08 31 22,3

4 21,4 642 14,9

5 11,6 309 17,6

6 84,2 794 45,4

Tabela 2. Wyniki oznaczefn ICM w §ciekach z wykorzystaniem HPLC-g-TOF.

Nr probki $ciekdw Kwas diatrozowy lohexol lopromid
[ng/dm?] [ng/dm’] [ng/dm’]
1 59 312 9,8
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2 14,4 353 7,6

3 11 29 18,6
4 23,4 631 15,7
5 14,9 278 19,2
6 79,5 815 49,0

Przedstawione wyniki badan wskazujg na adekwatno$§¢ wybranych metod do analizy
jodowanych $rodkéw kontrastujacych. Zaleta przedstawionych metodyk jest to, ze
umozliwiajg analizy probek przy zminimalizowaniu wstepnej obrobki probek Sciekow.

Whioski: Przedstawione metodyki badawcze z powodzeniem nadaja si¢ do oznaczania
jodowanych $rodkéw kontrastujacych w Sciekach szpitalnych. Przedstawione metodyki
badawcze nie sag wobec siebie konkurencyjne asa metodykami komplementarnymi.
Oznacza to, ze z wykorzystaniem zaréwno HPLC-ICP-MS/MS jak i HPLC-q-TOF
mozliwa jest identyfikacja i oznaczenia ilosciowe nie tylko samych ICM ale rowniez ich
metabolitow i produktow degradacji.

Ponadto z wykorzystaniem HPLC-ICP-MS/MS mozliwe jest oznaczanie tych zwigzkow
w §ciekach komunalnych (ze wzgledu na granice oznaczalno$ci) apo ich izolacji
i wzbogacaniu takze w wodach powierzchniowych.

W badaniach wykorzystano system HPLC-g-TOF zakupiony w ramach projektu: ,,Centrum badawcze
prosrodowiskowych i energooszczednych materialéw oraz technologii (CeBMaT) w ramach Programu
Operacyjnego Inteligentny Rozwéj 2014-2020 wspétfinansowanego ze Srodkéw Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego, umowa nr POIR.04.02.00-00-D009/20
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JONY Fe(l1l1) ORAZ KOMPLEKSY Fe(l1l) Z KWASEM
SALICYLOWYM JAKO AKTYWATORY PROCESU
UTLENIANIA MIKROZANIECZYSZCZEN ORGANICZNYCH

U. KOTOWSKA', D. KIEJZA? A. LESZCZYNSKA', W. POLINSKA?
'Uniwersytet w Biatymstoku, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Analitycznej
i Nieorganicznej, ul. Konstantego Ciotkowskiego 1K, 15-245 Biatystok, Uniwersytet
w Biatymstoku, Szkota Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych, ul. Konstantego
Ciotkowskiego 1K, 15-245 Biatystok.

Abstrakt: W prezentowanej pracy przedstawiono wyniki badan kinetyki i efektywnosci
utleniania dziesigciu mikrozanieczyszczen organicznych z grupy bisfenoli (BP) za
pomocg PAA aktywowanego jonami oraz kompleksami zelaza(IIl). Przeprowadzono
poréwnanie efektywnosci utleniania W ukladzie PAA/Fe(Ill) z czgéciej stosowanym
uktadem PAA/Fe(Il). Po raz pierwszy zaproponowano wprowadzenie do ukladu
utleniajgcego dodatku kwasu salicylowego, jako odczynnika chelatujacego jony
zelaza(Ill), w celu zwigkszenia ich rozpuszczalnoSci W roztworze oraz zwigkszenia
szybkosci degradacji BP.

Whprowadzenie: Rozwoj przemystu i wzrost poziomu zycia spoteczenstw wiaza si¢ ze
statym wzrostem produkcji $ciekow iinnych wod zanieczyszczonych. Tradycyjne
metody oczyszczania stosowane W oczyszczalniach $ciekéw sg niewystarczajace do
calkowitej neutralizacji zwiazkow powstajacych w wyniku dziatalno$¢ cztowieka.
Najwigkszy problem stanowig mikrozanieczyszczenia organiczne, do ktorych naleza
zwigzki perfluoro- i polifluorowane, farmaceutyki, srodki higieny osobistej, hormony
naturalne i syntetyczne, nanomateriaty, $rodki zmniejszajace palno$¢, sztuczne stodziki,
benzotriazole [1]. Zwiazki te charakteryzujg si¢ zréznicowang budowa chemiczna,
toksycznoS$cig oraz znaczng trwatoscig. Ich stezenia w $ciekach wahaja si¢ od kilku do
kilkuset pg'L™, podczas gdy w wodach powierzchniowych, do ktorych trafiaja przede
wszystkim wraz ze $ciekami, osiagaja poziom kilku ng-L™ [2]. Poniewaz wiele z tych
zwigzkow jest odpornych na biodegradacje lub zmniejsza efektywnos$¢ dziatania osadu
czynnego, konwencjonalne oczyszczalnie $ciekéw maja problemy z ich usuwaniem [3].
Jednymi z najbardziej skutecznych metod usuwania mikrozanieczyszczen organicznych
sg zaawansowane procesy utleniania (AOP), ktorych dziatanie opiera si¢ na generowaniu
wysoce reaktywnych rodnikéw, zwlaszcza rodnika hydroksylowego. Nowa klasg
utleniaczy, zyskujaca W ostatnich latach coraz wigksze znaczenie sa peroksykwasy
organiczne, aszczegdlnie kwas peroksyoctowy (PAA). Procesy AOP oparte na
wykorzystaniu peroksykwasow zwykle wymagaja uzycia aktywatorow, zwiekszajacych
szybko$¢ generowania wolnych rodnikow, ktorymi mogg by¢ ultradzwieki, promienio-
wanie UV, jony metali lub tlenki metali [4].

Czes¢ eksperymentalna: Utlenianie BPs prowadzono z wykorzystaniem roztworow
modelowych zawierajacych mieszaning BPs 0 stezeniu 1 uM kazdy. Do roztworu
dodawano odpowiednia objgtosé utleniacza (PAA) i aktywatora. Ustalenia odpowiedniej
wartosci pH dokonywano z wykorzystaniem roztworu NaOH. Reakcje utleniania
prowadzono bez dostgpu §wiatta, w czasie od 5 do 90 minut, stale mieszajac roztwor
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(mieszadlo magnetyczne). Po uptywie zaplanowanego czasu reakcj¢ przerywano dodajac
do naczynia reakcyjnego roztwor Na,S,03 Wcelu wyznaczenia stezen bisfenoli
pobierano 5 mL mieszaniny poreakcyjnej, a nastepnie przeprowadzano izolacj¢ analitow
technikg mikroekstrakcji poprzez emulgacje wspomagang ultradzwickami (USAEME)
oraz analiz¢ technika chromatografii gazowej ze spektrometrig mas (GC-MS) [5].

Wyniki: W pierwszym etapie badan poréwnano efektywno$¢ utleniania bisfenoli
z wykorzystaniem ukladow PAA/Fe(Il) oraz PAA/Fe(lll). Wyniki eksperymentow
przedstawiono na rys.1.
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Rys.1. Efektywnos$¢ utleniania BPA za pomoca PAA aktywowanego jonami Fe(Il) oraz Fe(IIl); warunki
eksperymentu: [PAA], = 5 mM, [Fe(ll)]o = [Fe(l11)]o = 1 mM, pH = 3, t = 30 min.

Po 30 minutach utleniania w uktadzie PAA/Fe(Il) efektywnos¢ degradacji BP byta
w zakresie od 5 do 64%, natomiast w uktadzie PAA/Fe(Ill) od 12 do 97%. Obecno$é
jonow zelaza w roztworze w ktorym znajduje si¢ PAA prowadzi do zapoczatkowania
cyklu powtarzajacych si¢ reakcji zachodzacych zgodnie ze schematem [6]:

Fe(ll) + CH3;C(O)OOH — Fe(lll) + CH3;C(O)O" +OH (1)

Fe(I11) + CH3C(O)OOH — Fe(ll) + CH;C(0)00" + H* (2)
Przebieg reakcji zapoczatkowywanych przez jony Fe(Il) jest analogiczny do klasycznej
reakcji Fentona, a szybko$¢ reakcji Fe(I) z PAA jest wyzsza niz W przypadku reakcji
Fe(lll) zPAA [7]. Powstajagcy wreakcji (2) jon CH;C(O)OO' zapoczatkowuje serie
reakcji nastepczych, w wyniku ktorych powstajg rodniki CH3;C(O)OO°, CH;C(O)O’,
CH3C(0O)" i HO,', co skutkuje wickszg efektywnos$cig utleniania w uktadzie PAA/Fe(IIT)
w poréwnaniu  Z uktadem PAA/Fe(Il) [8]. Glownym problemem zwigzanym
z zastosowaniem jonow zelaza(Ill) jako aktywatora w procesach utleniania jest
konieczno$¢ utrzymywania pH na bardzo niskim poziomie aby zapobiega¢ wytracaniu
si¢ trudno rozpuszczalnego Fe(OH);. Znaczne zakwaszenie oczyszczanych wod jest
niekorzystne ze wzgledu na konieczno$¢ pozniejszej neutralizacji, co wigze si¢ ze
zwigkszaniem zasolenia i moze prowadzi¢ do tworzenia toksycznych gazoéw. Dodanie do
uktadu odczynnika kompleksujacego Fe(Ill) umozliwia prowadzenie utleniania
W wyzszych warto$ciach pH. Na rys. 2 zestawiono wykresy kinetyczne utleniania
bisfenoli w uktadzie PAA/Fe(Ill) oraz po wprowadzeniu do tego uktadu kwasu
salicylowego (SAc) w charakterze odczynnika chelatujgcego.
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Rys.2. Zmiany stezenia wybranych bisfenoli podczas utleniania w uktadach PAA/Fe(Ill) oraz

PAA/Fe(I1)/SAC.

W Tabeli 1 zawarto wartosci parametréw kinetycznych, charakteryzujacych utlenianie
badanych zwiazkéw w obydwu rozpatrywanych uktadach.

Tabela 1. Parametry kinetyczne utleniania bisfenoli w uktadach PAA/Fe(l11) i PAA/Fe(ll1)/SAc.

Sistenol PAA/Fe(lll) PAA/Fe(I1)/SAC
k [min™] tyz [min] RE [%)] k [min™] ty, [min] RE [%]
BPF 0,033 21,2 95,5 0,076 9,1 99,4
BPE 0,029 24,1 93,7 0,075 9,3 99,4
BPA 0,025 27,5 91,2 0,061 11,4 98,2
BPC 0,055 12,6 99,8 0,041 17,0 98,4
BPB 0,029 23,5 94,2 0,073 9,5 99,2
BPG 0,059 11,8 99,8 0,049 14,0 98,4
BPCI2 0,014 51,3 74,6 0,075 9,2 98,7
BPZ 0,037 18,7 96,8 0,074 9,4 99,3
BPAP 0,020 34,1 86,5 0,083 8,3 99,2
BPM 0,029 23,6 94,5 0,072 9,7 99,0
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Wprowadzenie SAc do ukladu utleniajacego znacznie zwigksza efektywnos¢ utleniania
bisfenoli oraz pozwala prowadzi¢ proces w roztworach o wyzszych wartosciach pH.
W uktadzie tym ubytek stezenia analitbw osigga ponad 90% juz po 10 minutach
utleniania. Warto$ci  statych  szybko$ci procesow zachodzacych w uktadzie
PAA/Fe(Il)/SAc sa w przypadku wigkszosci BP co najmniej dwukrotnie wyzsze
W poroéwnaniu Z uktadem utleniajacym, nie zawierajacym dodatku SAc. Za zwigkszenie
szybkosci procesu utleniania odpowiada wigksze st¢zenie rozpuszczalnej formy Fe(III)
w uktadzie zawierajacym kwas salicylowy. Udzial w tym zjawisku ma takze prawdopo-
dobnie tworzeniem si¢ W uktadzie PAA/Fe(Ill)/SAc form chemicznych zawierajacych
wysoce reaktywne jony Fe(1V) i/lub Fe(V), zgodnie z ponizszym schematem:

CH,C(O)OOH + Fe(ll1)-SAc — CH5C(O)O-Fe(l11)-SAc + H* ©)
CH,C(0)O-Fe(Il)-SAc — Fe(IV)O-SAC + CH,C(0)O" + H (4)
CH4C(0)O-Fe(l11)-SAc — Fe(V)O-SAc + CH3C(0)O" (5)
CH,C(0)O-Fe(I11)-SAc — Fe(II)-SAc + CHyC(0)00" (6)

Udziat jonow Fe(IV) i Fe(V) w procesie utleniania zostal wczesniej potwierdzony dla
uktadu PAA/Fe(11l)/kwas pikolinowy [9].

Whioski: Wykorzystanie Fe(l11) zamiast Fe(l1) jako aktywatora PAA podczas utleniania
mikrozanieczyszczen organicznych zwigksza szybkosc¢ i efektywnos¢ procesu. Dodatek
kwasu salicylowego do uktadu utleniajacego zapobiega stracaniu si¢ jonow Fe(III)
W postaci wodorotlenku, pozwala pracowa¢ W wyzszych wartosciach pH oraz uzyskiwac
bardzo wysoka efektywnos¢ degradacji zanieczyszczen Ww krotkim czasie. Kwas
salicylowy jest zwigzkiem naturalnym, tatwym do pozyskania a jego wprowadzanie do
srodowiska wraz z odplywami z procesu oczyszczania nie stanowi zagrozenia dla
organizmow zywych.

Badania zostaly zrealizowane w ramach grantu NCN nr 2019/33/B/NZ8/00012 oraz programu
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,,Inkubator Innowacyjnosci” 4.0, wspélfinansowanego
przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego
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OCENA UZYTECZNOSCI ZAAWANSOWANYCH METOD
UTLENIANIA (AOP) DO USUWANIA MIKRO
| NANOPLASTIKOW ZE SCIEKOW SUROWYCH LUB
OCZYSZCZONYCH

J. KARPINSKA, J. KAPELEWSKA, Uniwersytet w Biatymstoku, Wydzial Chemii,
Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Pracownia Chemii Srodowiska,
ul. Konstantego Ciotkowskiego 1K, 15-245 Biatystok.

Abstrakt: Fragmenty materialow z tworzyw sztucznych sa w chwili obecnej wszecho-
becne. Ich obecnos¢, zwilaszcza w srodowisku wodnym jest uwazana za powazne
zagrozenie dla organizmow tam zyjacych oraz dla konsumentéw wody, wtym
cztowieka. W prezentowanej pracy przedstawiono stan obecnej wiedzy dotyczacy
modyfikacji procesow uzdatnia wody pitnej i §ciekow ukierunkowanych na efektywne
usuwanie mikro czastek tworzyw sztucznych.

Whprowadzenie: Tworzywa sztuczne, sa wykorzystywane W rolnictwie, rybotowstwie,
budownictwie, przemysle samochodowym, elektronice, widkiennictwie, medycynie
i gospodarstwach domowych [1]. 44% globalnej produkcji polimeréw jest uzywana do
produkcji opakowan i materiatdw opakowaniowych [1]. Globalna produkcja tworzyw
sztucznych w roku 2021 wynosita 390,7 min ton [1], Z czego 19,3% byly to tworzywa
polipropylenowe (PP), 14,4% polietyleny niskiej ibardzo niskiej gestosci (LDPE
i LLDPE), 12,9% polichlorek winylu (PVC), 12,5% polietyleny wysokiej i sredniej
gestosci (HDPE i MDPE), 6,2% politereftalan etylenu (PET), 5,5% polimery poliureta-
nowe, 5,2% polistyreny i spienione polistyreny (PS i EPS), za$ 14,1% to tworzywa
termoplastyczne i termoutwardzalne z surowcoéw nieodnawialnych. Pozostate 8,3%
globalnej produkcji to recyklaty. Wkiad tworzyw pochodzacych z bio-surowcow czy
bio-odpadéw jest niewielki i wynosit jedynie 1,5% [1]. Tak wysoki poziom produkcji
oraz szeroki wachlarz zastosowan powoduje powstawanie olbrzymiej ilosci odpadow
z tworzyw sztucznych. W Polsce 41% odpadow z tworzyw sztucznych jest sktadowane
na skladowiskach, 32% przeznaczane do odzysku energii, za§ 27% poddawane
recyklingowi.

Masowe uzycie tworzyw sztucznych w kazdym obszarze aktywnos$ci cztowieka nie
pozostaje bez wplywu na Srodowisko, zwlaszcza S$rodowisko wodne. Juz w 1972
pojawity si¢ pierwsze artykuly 0 obserwowanych na Poétnocnym Atlantyku w rejonie
Morza Sargassowego skupiskach tworzyw sztucznych [2] oraz obecno$ci polistyreno-
wych kulek w wodach przybrzeznych potudniu Nowej Anglii [3]. Od tego czasu ilosé
publikacji dotyczacych obecnosci plastikow w §rodowisku, ich loséw, przemian
i wplywu na organizmy zywe systematycznie si¢ zwigksza do kilkudziesigciu rocznie
w latach 2000-tnych [4,5].

Plastiki §rodowiskowe to zréznicowana grupa materiatdw 0 réznorodnej charakterysty-
ce. Klasyfikowane sg ze wzgledu na rozmiar iksztalt czgstek, charakter chemiczny,
zrodto ich pochodzenia oraz barwe [6]. Ze wzgledu na pochodzenie plastiki srodowi-
skowe dzielimy na pierwotne i wtorne. Pierwotne polimery to te, ktore przedostajg sie
bezposrednio do $rodowiska w formie mikro. Ich zrédtem sg kosmetyki, $rodki do
pielegnacji jamy ustnej, $rodki $cierne, lub granulaty przemystowe, zas wtorne plastiki,
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to te ktorych odtamki uleglty rozdrobnieniu pod wplywem biotycznych i abiotycznych
czynnikoéw $rodowiskowych ($cieranie przez ruch fal, wiatr, temperatura, czy dziatanie
mikroorganizméw) [5,6]. Tworzywa sztuczne W Srodowisku ulegaja powolnej degradacji
pod wplywem S$wiatla, tlenu, temperatury oraz dziatania procesow metabolicznych
bakterii. W wyniku fotoutleniania, fotoeliminacji chlorowca czy fotoprzegrupowan
dochodzi do zmian w strukturze tancucha polimeru i jego usieciowieniu [7]. Powoduje
to zmiany wilasciwosci fizycznych tworzywa takie jak barwa, rozmiar i iloé¢ poréw na
powierzchni, krucho$¢ w wyniku czego rozmiary czgstek plastikow ulegaja zmniejsze-
niu. Zmienia si¢ rowniez hydrofobowos¢ i krystalicznos¢ tworzywa w wyniku
pojawienia si¢ na powierzchni grup =0 i -OH [8].

Mikroplastiki sa wszechobecne praktycznie we wszystkich elementach §rodowiska. Sa
znajdowane w wodach morskich [9,10], stodkich [11], osadach dennych [11], glebach
[12], piaskach plaz [13] ipiaskach pustynnych [14], wpylach zawieszonych
w powietrzu [15] anawet w obszarach arktycznych [16]. Srodowiskowe tworzywa
sztuczne sg bardzo zréznicowane pod wzgledem ksztaltow i wielkosci, najczesciej
wystepuja W postaci widkien, czastek lub sfer. Oznaczane ilosci sg réwniez bardzo
zroznicowane (np. 15-9400 czastek/m®, gtownie okruchy, sfery i filmy o rozmiarach
w zakresie 50-100 pm [1]) izaleza od sposobu ich wylapywania (rozmiar oczek
stosowanych sit, sieci i flirtdw) oraz wydzielania z pobranego materiatu.

Masowe wystgpowanie tworzyw sztucznych w naszym otoczeniu nie pozostaje bez
wplywu na nie i organizmy w nich zyjace. Najbardziej dostrzegalne sg skutki przypad-
kowego spozywania duzych fragmentéw plastikow przez ryby, ptaki issaki morskie
prowadzace do otar¢ czy nawet blokowania przewodow pokarmowych a w rezultacie do
$mierci zwierzecia [17]. Nie jest to jednak jedyny efekt obecno$ci tworzyw sztucznych
w §rodowisku. Czastki mikro- inanoplastikoéw transportowane przez prady morskie
i oceaniczne przenosza jednocze$nie zaadsorbowane na ich powierzchni obecne
w wodach zanieczyszczenia organiczne ijony metali [18]. Kolejny problem, to
wlgczanie sie mikro- inanoplastikéw do tancucha pokarmowego i potencjalnie
szkodliwy wptyw uwalnianych w trakcie procesow trawiennych monomerdéw i dodatkow
uzywanych w ich produkcji wcelu uzyskania odpowiednich cech uzytkowych
[5,7,11,12]. Organizmami pionierskimi zasiedlajacymi czastki plastikow w $rodowisku
wodnym sa bakterie, np. Limnobacter thiooxidants w wodach stodkich lub ptytkich
przybrzeznych [19]. Skolonizowane przez bakterie czastki sa nastgpnie zasiedlane przez
glony [20]. Spozywane przez zooplankton [21] czy ryby ros$linozerne [20] przedostaja
si¢ do coraz wyzszych ogniw tancucha troficznego. Mikroplastiki sa w chwili obecnej
znajdowane nie tylko w tkankach ryb i owocach morza [22] czy soli kuchennej [23], ale
rowniez W produktach roslinnych pochodzacych z upraw ladowych [24]. Szacuje sig, ze
wraz z zywnoscig Amerykanie konsumujg od 39000 do 52000 czastek rocznie [25].
Chociaz skutki masowego spozywania mikro- i nanoczastek plastikow na zdrowie ludzi
nie sg jeszcze rozpoznane, to uwaza si¢, ze wprowadzone do przewodu pokarmowego
moga pod wplywem enzymoéw ulegaé degradacji do krétszych tancuchéw, uwalniaé
dodatki izaabsorbowane toksyny. Chroniczne narazenie na taki ,koktajl” moze
prowadzi¢ do szeregu niekorzystnych reakcji fizjologicznych poczawszy od stresu
oksydacyjnego po inicjacje procesow nowotworowych [25,26].

Ze wzgledu na negatywne skutki $rodowiskowych tworzyw sztucznych na kondycje
zdrowotng zasiedlajacych dany obszar organizmoéw, powinny by¢ podjete intensywne
dziatania dotyczace zmniejszenia tadunku plastikow w srodowisku. Jest to zadanie
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trudne ze wzgledu na to, ze wickszo$¢ plastikow dostaje si¢ do wod ze zrodet rozproszo-
nych lub przypadkowych takich jak aktywno$¢ rekreacyjna cztowieka (np. zanieczysz-
czenia wymywane z plaz [13]), niewlasciwe zabezpieczonych sktadowisk zuzytych
wyrobow z tworzyw sztucznych, czy w wyniku porzucania/gubienia sieci przez statki
rybotowceze [7]. Natomiast oczyszczalnie $ciekow zarowno komunalnych jak tez
przemystowych sa wskazywane jako gtéwne punktowe zrodta emisji mikroplastikow do
srodowiska wodnego [27, 28]. Badania wskazuja, ze W trakcie oczyszczania $ciekow jest
usuwanych do 99% roznego rodzaju mikroczastek. Jednak ze wzgledu na ilo$¢
wytwarzanych $ciekow liczba mikroczastek emitowanych do $rodowiska z oczyszczalni
tworzy potezny strumien szacowany na ponad 1000 miliondow mikroczastek rocznie
[29]. Efektywnos¢ usuwania tworzyw sztucznych zalezy od konstrukcji oczyszczalni,
iloSci stopni oczyszczania oraz wielkosci obstugiwanej populacji [27,30]. Przedostajace
si¢ do srodowiska mikroczastki tworzyw sztucznych to gtownie poliestry/PES (28-89%),
polietylenetereftalany/PET (4-35%) i poliamidy/PA (3-30%) uzywane do produkcji
odziezy, polietyleny/PE(4-51%) — gtownie ze zuzytych opakowan [30]. Pozostale
rodzaje polimerow takie jak tworzywa akrylanowe, polipropylenowe, poliuretanowe,
poliwinyle i polilaktydy rowniez sa znajdowane W $ciekach oczyszczonych w ilosci
5-27% wszystkich oznaczonych mikroczastek [30]. Znajdowany w wodach
z oczyszczalni mikroplastik, to gtdéwnie widkna (52,7%) lub nieregularne fragmenty
(28,8%) [30] o wielkosci 25, 100 i 500 um [30]. Stwierdzono, ze W $ciekach oczyszczo-
nych z oczyszczalni z trojstopniowym systemem oczyszczalnia stezenia mikroplastikow
($rednio 0-51 czastek/L) byly nizsze niz w $ciekach z oczyszczalni z tylko pojedynczym
lub dwustopniowym oczyszczaniem (9x10“ — 447 czastek/L) [30]. Tak wysoka
efektywnos¢ we wszystkich typach oczyszczalni wynika z faktu, ze wigkszo$¢ czastek
tworzyw sztucznych jest zatrzymywanych przez osad czynny. Badania osadu czynnego
wykazuja obecnos¢ od ok. 400 do 7000 czastek/ kg mokrego osadu lub 1500 — 170000
czastek/kilogram suchej masy [30]. Oszacowano, ze W oczyszczalni 0 przepustowos$ci
10000 m*/doba wraz z osadem czynnym usuwanych jest ok. 4,6x10° czastek mikro-
plastikow rocznie [30]. W trakcie procesu oczyszczania 20% roznych mikroodpadow,
w tym mikroplastikow, jest zawracane do glownego strumienia $ciekow wraz ze
strumieniem odzyskiwanej z osadu wody, za$ 80% pozostaje W 0sadzie i wraz z nim jest
poddawane dalszej obrobee [30]. Wykorzystanie czgsci osadow jako nawdz przyczynia
si¢ do wprowadzania mikroplastikow oraz zaadsorbowanych na nich mikrozanieczysz-
czen organicznych imetali cigzkich do gleb [30]. Uwaza si¢, ze tworzywa sztuczne
wprowadzane ta droga do Srodowiska glebowego wplywaja negatywnie na kondycje
mikrobiomu glebowego oraz na pozostale organizmy je zasiedlajace. Dodatkowo,
w wyniku wyptukiwania przez wody opadowe, zwiekszaja obcigzenie wod powierzch-
niowych tadunkiem mikroplastikow [30]. Dane te sugerujg, ze pilnie potrzebne jest
podjecie intensywnych prac nad opracowaniem nowych technologii oczyszczania
znaczaco zmniejszajacych ilo$ci mikroczastek tworzyw sztucznych zrzucanych do
systemow wodnych wraz ze $ciekami oczyszczonymi. Konwencjonalne oczyszczalnie,
pomimo potwierdzonej wysokiej efektywnosci usuwania mikroplastikow (80-99%), nie
byly projektowane do tego celu. Niezbedne sg nowe technologie, ktore pozwolityby na
znaczace zredukowanie strumienia czgstek ,,uciekajacych” z oczyszczalni. Badania nad
modyfikacjami starych lub opracowaniem nowych sposobow redukcji wprowadzanych
mikroplastikow sg w chwili obecnej na poczatkowym etapie. Procesy wykorzystywane
do tego celu to filtracja na filtrach piaskowych [31,32] lub membranowych [33],
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koagulacja, flotacja [31,32] lub bioreaktory membranowe [32]. Stwierdzono, Ze za
pomoca koagulacji z wykorzystaniem soli glinu mozna usunaé praktycznie wszystkie
czastki 0 wielkosci > 20 pum [31] oraz cze¢$¢ mniejszych. Filtracja membranowa jest
bardzo wydajnym sposobem eliminowania mikroplastikow pozwalajacym na zatrzyma-
ne 99,99% wszystkich mikroczastek [32,33]. Jednak praca takich instalacji nie jest
pozbawiona wad. Obserwowane jest osadzanie si¢ mikroplastikow wewnatrz por
membran prowadzace do zmniejszenia ich rozmiard6w oraz przyspieszajace zjawiska
zasiedlania membran przez mikroorganizmy prowadzace do blokowania filtrow.
Kolejnym problemem jest niska efektywnos$¢ zatrzymywania mikrowtokien przez filtry
membranowe. Poréwnanie efektywnosci eliminacji mikroplastikdéw za pomoca réznych
procesow pokazuje, ze najbardziej efektywne sa bioreaktory membranowe (99,9%
redukcji), nastepnie filtry piaskowe (97%), flotacja rozpuszczonym powietrzem (95%)
ina koncu procesy filtracji na dyskach filtracyjnych (40-98,5%) [32]. Wydajnos¢
usuwania zalezy od zastosowanych warunkoéw fizykochemicznych procesu oraz stopnia
oczyszczenia Scieku (Sciek surowy, po wstgpnym oczyszczeniu) [32]. Prowadzone sg
rowniez badania dotyczace wykorzystania mikroorganizméw wodnych do degradacji
mikroplastikow [33]. Stwierdzono, Ze niektore bakterie, grzyby lub glony za pomoca
specyficznych enzymoéw (np. PETaza lub MHETaza) powoduja hydrolize polimeréw do
prostych monomeréw, ktore wykorzystujg jako zrodto wegla [33]. Wadg tych natural-
nych proceséw jest dlugi czas trwania, ktéory nie pozwala na zastosowanie ich
w konwencjonalnych instalacjach oczyszczajacych. Zwigzane jest to miedzy innymi
z hydrofobowosécia powierzchni czastek mikroplastikow, ktoéra utrudnia adhezje
komorek bakterii i tworzenie biofilmu na powierzchni [33]. Zaobserwowano, ze czastki
tworzyw sztucznych, ktore ulegly starzeniu pod wptywem czynnikéw biotycznych lub
abiotycznych sa tatwiej kolonizowane przez mikroorganizmy wodne. Sugeruje to
konieczno$¢ uzycia reagentow pozwalajacych na chemiczng modyfikacje powierzchni
czastek plastikow badz degradacje do krotszych fragmentéw tancucha polimerowego
anawet do monomerow [34]. Sa to silne utleniacze wykorzystywane
w zaawansowanych procesach utleniania takie jak fotoliza promieniowaniem UV,
ozonoliza, UV/H,0,, odczynnik Fentona czy nadsiarczany [34].

Ze wzgledu na trwato$¢ wigzan C-C szkieletu polimerowego, tworzywa sztuczne
wykazuja wysoka odporno$¢ na dziatanie promieniowania z zakresu UV i Vis.
Wigkszo§¢ polimeréw, zwlaszcza nasycone polimery weglowodorowe takie jak
polipropylen, polistyren i polichlorek winylu ulegaja fotolizie jedynie pod wpltywem
prozniowego UV. Ztej grupy polimerow tylko PET jest wrazliwy na dzialanie
promieniowania o nizszej energii (200-400 nm). Réwniez polistyren ze wzglgdu na
stabilizujace dzialanie pier$cieni aromatycznych wykazuje wysoka odpornos¢ na wpltyw
promieniowania z zakresu prozniowego UV. Podobnie, polimery s$rodowiskowe
zawierajgce dodatkowo barwniki lub zwigzki majgce na celu ich stabilizacje i dziatanie
protekcyjne w stosunku do $wiatta nie ulegajg fotolizie. Z tego wzgledu naswietlanie
promieniowaniem UV nie jest rozpatrywane jako efektywny sposob usuwania
mikroplastikow ze $ciekow. Pomimo tego, ze przeprowadzone eksperymenty wykazaty,
iz naswietlanie prowadzi do powierzchniowych zmian struktury, zwigkszenia hydrofilo-
wosci takich czastek W wyniku pojawienia si¢ ugrupowan karbonylowych, karboksylo-
wych lub hydroksylowych, to zwigzane z tg operacja naktady energetyczne, efekty filtra
wewnetrznego powodowane przez naturalng matrycg¢ oraz wymagany czas ekspozycji do
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wywotania odpowiednich zmian sprawia, ze to podejscie nie znajduje zastosowania
praktycznego [34].

Sprawdzono efektywno$¢ degradacji wybranych mikroplastikow pod wptywem
dziatania ozonu. Stwierdzono, ze ozonoliza polietylenu powoduje zmniejszenie ich
krystaliczno$ci oraz pojawienie si¢ grup hydroksylowych ikarbonylowych na po-
wierzchni czastek. Efektywno$¢ procesu zalezala od dawki ozonu, czasu trwania
procesu, obecnosci katalizatora oraz pH [34,35]. Badania pokazaty, ze w pierwszym
etapie powstaja na powierzchni polietylenu rodnikowe ugrupowania nadtlenkowe, ktore
w dalszych etapach przeksztalcajg si¢ w grupy karboksylowe i karbonylowe [35].
Sprawdzono podatno$¢ niepolarnych polimeréw weglowodorowych (polipropylen,
polistyren i polichlorek winylu) na dziatanie ozonu [34]. Spo$rdéd badanych tworzyw
sztucznych polistyren okazal si¢ najmniej odporny na dziatanie ozonu [34].

Kolejnym testowanym procesem zaawansowanego utleniania byta klasyczna reakcja
Fentona i foto-Fentona. Oba procesy polegaja na generowaniu rodnikow hydroksylo-
wych w wyniku reakcji pomiedzy H,O, a jonami Fe?*. Na efektywnos¢ dziatania obu
proceséw wplywa stosunek molowy H,0,/Fe?* oraz pH, ktére powinno by¢ utrzymywa-
ne w granicach 3-3,5. Klasyczng reakcje Fentona wykorzystano do utlenienia mikro-
plastikow PET, PP, PVC, PE i spienionego PS o wielkosci czgstek 150-250 pm [33].
Eksperyment prowadzono przez 7,5 godziny. Po tym czasie stwierdzono zmniejszenie
rozmiaru czastek oraz wzrost ich hydrofilowosci. Zaobserwowano ok. 10% spadek masy
badanych polimeréw niezaleznie od ich rodzaju [33]. Analiza SEM wykazata zmiany
morfologii powierzchni mikroczastek, pojawienie si¢ pofatdowan i dziur, ktore byly
najwicksze w przypadku PVC i PS [33]. Sprawdzono efektywnos$¢ degradacji mikrocza-
stek PVVC i PP rodnikami hydroksylowymi w uktadzie heterogenicznym. Jako katalizato-
ra uzyto nanoprety ZnO pokryte Fe® [34]. Po 7 dniach eksperymentu stwierdzono
zmniejszenie czagstek PVC do 28 um oraz PP do 53 pm oraz zmniejszenie ich objetosci,
odpowiednio 094% (PVC) i96% (PP). Zarejestrowane widma rentgenowskie
fotoelektronéw wykazaty tworzenie na ich powierzchni grup C=0 i O-C-O. Ogolnie,
procesy Fentona i foto-Fentona oraz ich modyfikacje w sposéb efektywny wptywaja na
degradacje mikroczastek tworzyw sztucznych. Reakcje z rodnikami hydroksylowymi
prowadza nie tylko do powstania ugrupowan hydrofilowych ale réwniez do przerwania
wigzan -C-C- i tworzenia krotszych fragmentéw polimeru [34]. Wada tych reakcji jest
konieczno$¢ kontroli pH w trakcie calego procesu oraz powstawanie osadu tlenkow
i wodorotlenkow zelaza, ktory jest wtornym odpadem wymagajacym utylizacji [34].

W ostatnich latach coraz wigksza uwage badaczy zwraca wykorzystanie rodnikow
siarczanowych SO, powstajacych w wyniku rozpadu odpowiednich prekursorow: soli
kwaséw nadtlenodisiarkowego(V1) lub nadtlenomonosiarkowego(V1). Charakteryzuje je
wysoki potencjal redoks wynoszacy 2,437 V oraz wicksza trwalo$¢ niz rodnikow
hydroksylowych. Wtasciwos¢ ta sprawia, ze sg obiecujagcym reagentem do degradacji
opornych zanieczyszczen, W tym mikroczgstek polimeréw srodowiskowych [34].
Dodatkowo, dzialajg efektywnie W szerokim zakresie pH. Poniewaz kinetyka homoli-
tycznego rozpadu wigzania nadtlenkowego w nadsiarczanach jest zbyt mata aby st¢zenie
czynnika utleniajagcego W Srodowisku reakcji bylo wystarczajace, zastosowanie
nadsiarczandw wymaga uzycia aktywatorow. Nadsiarczany moga by¢ aktywowane
poprzez dostarczenie energii (ogrzewanie, sonoliza, promieniowanie UV) lub aktywacj¢
chemiczng [34]. Sprawdzono dziatanie nadsiarczanow aktywowanych termicznie na
czastki polistyrenu (PS), polietylenu (PE) i polichlorku winylu (PCV). Po 10 dniach
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ekspozycji zaobserwowano na powierzchni badanych granulek pojawienie si¢ peknigé
i wgtebien, za$ po 30 dniach zwigkszenie chropowato$ci powierzchni przy jednocze-
snym znaczacym zmniejszeniu rozmiaru czastek [34].

W przypadku PE i PS stwierdzono znaczgce zwigkszenie hydrofobowosci, natomiast nie
stwierdzono takich zmian na powierzchni PVC, ktory okazal sie w warunkach
eksperymentu oporny na dziatanie rodnikow siarczanowych [34].

Chlorowanie jest ciaggle wykorzystywanym sposobem uzdatniania wody pitnej, ktora jest
transportowana do odbiorcdéw rurami z tworzyw sztucznych, najczesciej PVC lub HDPE.
Trwato$¢ tych materiatlow pod wptywem rodnikéw HO", Cl', OCI i Cl,” byta sprawdzana
pod katem powstawania chloroforméw niz ze wzgledu na potencjalne zastosowanie
chlorowania jako metody usuwania czastek tworzyw sztucznych. Zbadano wpltyw
NaOCIl na mikrofragmenty PP, HDPE i PS stosujac roézne st¢zenia utleniacza. Nie
stwierdzono zmian widm Ramana tworzyw PP iHDPE dla stezen uzywanych
w uzdatnianiu wody pitnej oraz w dezynfekcji $ciekdéw, jednak dla wysokich stezen
generowanego chloru (36000g min/L) zaobserwowano zmiany $wiadczace 0 tworzeniu
na powierzchni HDPE wiazan C-Cl.

Badano wplyw chlorowanej wody (5000 ppm Cl, pH 6,5) na trwatos¢ plytek HDPE
0 roznej grubosci i otrzymanych w rézny sposob: z dodatkiem barwnika, z wprasowana
zywicg. Zaobserwowano stopniowy spadek stezenia chloru do 245-260 ppm oraz zmiang
barwy barwionego tworzywa. Wyniki te §wiadcza 0 stopniowym zachodzeniu reakcji
pomigdzy badanym tworzywem sztucznym a rodnikami tworzacymi si¢ w wodzie takich
jak HO, CI' [34]. Ze wzgledu na ich duza reaktywnos¢, procesy te zachodza na
powierzchni materialu polimerowego prowadzac do powstania ugrupowan karbonylo-
wych, inicjujac proces autoutleniania HDPE, poprzez tworzenie grup wodoronadtlen-
kowych i ich dalszy rozktad do innych reaktywnych form [34]. PVC wykazuje znacznie
wyzszg odporno$¢ na dziatanie chlorowanej wody. Tym niemniej wykazano tworzenie
grup C=0, C=C iC-Cl na powierzchni PCV po ekspozycji na chlorowang wode
o0 temperaturze 70 °C.

Whioski: Przytoczone wyniki badan pokazuja, ze problem obecno$ci mikroplastikow
w srodowisku jest bardzo ztozony. Na dzien dzisiejszy nie istnieja skuteczne technolo-
gie, ktore pozwalalyby na catkowite usunigcie tworzyw sztucznych z oczyszczanych
wad a nie tylko na ich transfer z matrycy wodnej do osadu czynnego. Przytoczony krotki
przeglad wskazuje na konieczno$¢ kompleksowego podejscia do tego problemu
taczacego procesy fizykochemiczne, z oczyszczaniem biologicznym w celu zmniejsze-
nia tadunku tworzyw sztucznych zrzucanych ze S§ciekami oczyszczonymi do wod
powierzchniowych.
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ZASTOSOWANIE FLUORESCENCJI RENTGENOWSKIEJ DO
OZNACZANIA ZAWARTOSCI SiO, W PRODUKTACH
NAWOZOWYCH

J. BARAN, A. LASSAK, M. KONDRACKA, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz — Instytut
Nowych Syntez Chemicznych, Laboratorium Analityczne, al. Tysigclecia Panstwa
Polskiego 13A, 24-110 Putawy.

Abstrakt: Opracowano przeprowadzenie procesu walidacji metody oznaczania
zawartosci SiO, w produktach nawozowych z wykorzystaniem fluorescencji rentgenow-
skiej. Oznaczenie analitu w probach prowadzono metoda spektrometrii fluorescencji
rentgenowskiej. Walidacja metody badawczej to jeden z elementow sterowania jako$cia
w laboratorium. Norma PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02 wskazuje koniecznos¢
walidacji metod nieznormalizowanych. Przeprowadzony proces walidacji pozwala na
wlasciwg interpretacje uzyskiwanych wynikow.

Whprowadzenie: Odpowiednio zbilansowane nawozenie upraw wptywa na zwigkszenie
wielko$ci i stabilnosci plonu, poprawia jego warto$¢ biologiczng i technologiczna
dodatkowo wplywajac na zyzno$¢ izasobno$¢ gleby. Wsrod szeregu produktow
nawozowych, ktore sa powszechnie wykorzystywane w rolnictwie, znajduja sie¢ srodki
wspomagajace uprawe roslin, takie jak maczki uzyskiwane m.in. Z dolomitéw, wapieni
i innych skal weglanowych, bentonitu, gipsu, fosforytow oraz bazaltoidow. Ze wzgledu
na ich naturalne pochodzenie oraz brak kontroli nad skladem, niemal wszystkie
substancje tego rodzaju dostarczajg glebie pojedynczych sktadnikow mineralnych.
Maczki bazaltowe (klasyfikowane jako polepszacz gleby) sa wyjatkiem i umozliwiaja
uzupetnienie wigkszosci sktadnikéw pokarmowych w glebie. Charakteryzuje je ztozony
sktad chemiczny, w ktorym przewazajg takie pierwiastki jak wapn (ok. 7,5%), magnez
(ok. 9,4%) nalezace do sktadnikow pokarmowych oraz krzem (ok. 24%) okreslany jako
sktadnik pozyteczny, majacy pozytywny wptyw na rosling uprawng [1-3].

Krzem nalezy do pierwiastkdéw wystepujacych w najwigkszych ilosciach w skorupie
ziemskiej. Mimo duzej zawarto$ci w glebie w przewazajacej wigkszosci jest niedostepny
dla roslin. Dokarmianie ro$lin krzemem pozytywnie wplywa na wiele czynnikow
zwiazanych z ich rozwojem. Wykazano korzystne dziatanie tego pierwiastka na procesy
metaboliczne i fizjologiczne ro$lin. Krzem odpowiada glownie za tworzenie mechani-
zmoéw obronnych przed niekorzystnymi czynnikami $rodowiskowymi, przez co rosliny
staja si¢ bardziej odporne na stres, uszkodzenia mechaniczne, charakteryzuje je
oszczedna gospodarka wodna, wieksza zdrowotno$¢ i produkcja biomasy. Nawozenie
nalistne krzemem moze prowadzi¢ do zwickszenia zawartosci chlorofilu w tkance
asymilacyjnej roslin oraz intensyfikowaé proces syntezy cukréw a takze zwigkszac
aktywnos¢ niektorych enzymow [4,5].

Analiza zawarto$ci maczek bazaltowych technikg ICP-OES wymaga przygotowania
probek W postaci roztworow. Istnieje konieczno$¢ zastosowania silnie utleniajacych
mieszanin kwasow nieorganicznych. Warunki te, w przypadku wyzszych zawarto$ci
krzemu, sprzyjaja powstawaniu nierozpuszczalnego tlenku tego pierwiastka. Wytraca si¢
on na dnie i Sciankach naczyn laboratoryjnych w postaci amorficznego osadu, w efekcie
czego wyniki oznaczen krzemu sg zanizone. Ze wzgledu na trudnos$ci w przygotowaniu

166



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

probek do badan zdecydowano si¢ na analize maczek bazaltowych przy uzyciu
fluorescencji rentgenowskiej z dyspersja dtugosci fali. Technika WDXRF, oprdcz braku
koniecznos$ci mineralizacji probek do badan charakteryzuje si¢ szybkos$cia analizy oraz
mozliwos$cig jednoczesnego oznaczania wielu pierwiastkow (od Be do U) w duzym
zakresie stezen (do 100%) [6,7].

Cze$¢ eksperymentalna: Do analizy skladu pierwiastkowego maczek bazaltowych
wykorzystano program analityczny FX-Raw Professional, ktory przeznaczony jest do
analizy sktadu chemicznego m. in. probek geologicznych, mineratlow czy kopalin,
przygotowanych uprzednio w formie tabletek stapianych. Schemat, wedtug ktérego
wykonywane sa pastylki przedstawiono na rys.l. Na rys.2 przedstawiono moment
wylewania si¢ probki zmieszanej z topnikiem na kokile platynowa.

Probka

|

Mielenie

| Nawaika ‘ ‘

Kalcynacja cnent Stapianie
Topnik Dodanie
NH

Rys.1. Schemat przygotowania probek w postaci tabletek Rys.2. Proces wylewania stopionej probki
stapianych. z topnikiem na kokilg platynowa.

Qdwazenie do tygla Pt w edpowiednim
stosunku wagowym

Program FX-Raw Professional opracowano na krzywych kalibracyjnych wykonanych
dla poszczegdlnych pierwiastkow na podstawie bazy wzorcow przygotowanych przez
firm¢ FLUXANA — na wyposazeniu laboratorium znajduja si¢ certyfikowane materiaty
odniesienia oraz syntetycznie przygotowane wzorce. Metoda oznaczania zawartoSci
SiO, w produktach nawozowych takich jak maczki bazaltowe metoda WDXRF jest
nieznormalizowang, dlatego, wcelu jej zastosowania nalezy przeprowadzi¢ proces
walidacji [8].

Wyniki: W procesie walidacji metody analitycznej ocenie poddano nastepujagce
parametry: specyficzno$¢ i selektywnosé, okre$lono zakres roboczy i charakterystyke
krzywej kalibracyjnej. Dodatkowo oznaczono takie parametry jak powtarzalno$c,
odtwarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjna, poprawnos¢ czy tez odzysk, czyli obcigzenie
metody [8]. Specyficznos¢ i selektywnos¢ potwierdzono na etapie tworzenia programu
analitycznego. Okreslono zestaw optymalnych parametréw pomiarowych dla krzemu Si
(linia: Kal,2; kat 26=109°; krysztal analityczny: PET; detektor: FPC, kolimator: 0,4)
oraz znaleziono potozenie krysztatu analizujacego W pozycji dajacej maksymalna
intensywno$¢ linii analitycznej w widmie danego pierwiastka. Wykonano widmo oraz
profil energetyczny (rys.3 i 4). Stwierdzono, ze w danych warunkach metoda XRF jest
wrazliwa jedynie na analizowany pierwiastek. Ewentualne interferencje sa korygowane
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metoda korekcji matematycznych na etapie tworzenia krzywych Kkalibracyjnych.
Parametry krzywej kalibracyjnej zestawiono w Tabeli 1.

Rys.3. Widmo dla kanatu pomiarowego Si Kal,2 Rys.4. Profil energetyczny dla kanatu
pomiarowego Si Kal,2.

Tabela 1. Parametry krzywej kalibracyjnej.

Parametr Warto$¢
Zakres roboczy krzywej 29,11 - 66, 79% m/m SiO,
l1o$¢ punktow 8
Réwnanie krzywej y=1,4382x+0,9312
Resztowe odchylenie standardowe 0,8302
Wspotczynnik korelacji 0,9990

W przypadku okre$lenia parametrow walidacyjnych przeprowadzono eksperymenty
polegajace na pomiarach probek rzeczywistych 0 znanym (oznaczonym metoda
odniesienia - ICP-OES) stezeniu SiO, (w materiale niewyprazonym): Pr. 1- zawarto$¢
SiO, = 31,4 + 5,4% m/m; LOI= 6,47% m/m, Pr. 2-zawarto$¢ SiO, = 66,9 + 12,2 % m/m;
LOI= 3,13% m/m. Badano takze zawartos¢ SiO, , certyfikowanym materiale odniesienia
SRM 688 Basalt Rock (warto$¢ odniesienia X,q= 48,4+0,1; % LOI= 0,00% m/m).
Materiaty do badan dobrano w taki sposob, by badana zawartos¢ SiO, znajdowala si¢ na
poczatku, w srodku ina koncu zakresu roboczego krzywej wzorcowej. Otrzymane
w procesie walidacji wyniki zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Warto$ci parametrow walidacji metody oznaczania zawarto$ci SiO, metodg WDXRF.

Parametr walidacji Wartos$ci Kryteria akceptacji

Powtarzalno$¢ - parametr wyznaczany na podstawie odchylenia standardowego serii pomiar6w
przeprowadzonych w tych samych warunkach.

Spowt,min=0,18 % m/m Zalozenie Fexsp<Fi nie spelione;
Odchylenie standardowe Spowt,max=0,33 % m/m Wariancje r6znig si¢ od siebie
powtarzalnosci Spowt Fexsp =3,39
Fi(0,95,9=3,18
RSDpin= 0,006
Wzgledne odchylenie standardowe RSFDmaiiOZ’gOS Zalozenie l?eks;KFk spelnione;
RSD eksp=1, Wariancje nie roznig si¢ od siebie
Fk(0v95;g):3,18 istotnie
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Iowtmin= 0,56% m/m | ZaloZenie — réznica pomigdzy dwoma
Ioowtmax=1,09% m/m wynikami jest mniejsza niz Fpowtmin/
Ioowtmax-Spelnione

Granice powtarzalnosci

I'povvtminx I’po\/\nmax

o o -
Wspotczynnik zmiennosci CV CV<5% Zalozenie CV=5% spetnione

Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna — parametr wyznaczany na podstawie odchylenia
standardowego serii pomiaréw, uzyskanych w danym laboratorium w dluzszym okresie czasu.
Czynnik zmienny brany pod uwage to analityk.
Odchylenie standardowe
powtarzalnosci Spout.

Odchylenie standardowe
odtwarzalno$ci Segiw.

Spout. = 0,31% m/m | Warto$¢ odchylenia standardowego

odtwarzalnosci jest rowna odchyleniu
Sodw. = 0,31% m/m | standardowemu powtarzalnosci; osoba
wykonujaca analizy nie ma wptywu na

Granica odtwarzalno$ci r'ogow l'ogw = 0,86% m/m wynik

Poprawno$¢ - miarg poprawnos$ci jest calkowity blad systematyczny, czyli réznica pomiedzy
wynikiem badania, a warto$cia odniesienia.

Blad wzgledny by, . "
54,=0.6% Kryterium akceptacji

dwz< 5% spelnione

Odzysk (obcigzenie metody) - wielkos¢ i rodzaj bledéw systematycznych wystepujacych podczas
badan, mozna okre$li¢ analizujac obciazenie. Badanie obcigzenia pomiaru konczy si¢ wykryciem
i ewentualng korekcja bledu systematycznego podczas analizy probek rzeczywistych. llo$ciowym
przedstawieniem tego sktadnika bledu jest odzysk.

R1: 96%
RZ: 97% .. 0 o .
Odzysk R Rs= 99% Zatozenie 95%<R<105% spetnione
t,= 0,9700 Zalozenie t,<ty oraz tg<tk spetnione; Dla
Test t-Studenta dla wartosci ts= 0,3952 zadanego poziomu ufnosci mozna
eksperymentalnych t,, tg tk(0,95;1)=12,7062 | przyjal, ze testowana roznica nie jest
istotna (o=1, =0).

Whioski: Metoda WDXRF znajduje zastosowanie w okre$laniu zawartosci SiO;
w maczkach bazaltowych. Otrzymane W procesie walidacji warto$ci parametréow
odpowiadajg kryterium akceptacji. Wykorzystanie fluorescencji rentgenowskiej do
oznaczania krzemu pozwolg na uzyskanie szybszych i doktadniejszych wynikow
z zachowaniem zasad zielonej chemii.
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ZASTOSOWANIE ABSORPCYJNEJ SPEKTROMETRII
ATOMOWEJ DO OCENY PROCESU TWORZENIA ADDUKTU
MOCZNIKA Z KWASEM FOSFOROWYM(V)

J. ZIELINSKI, P. OWSIAK, S. PENKALA, M. BRAUN-GIWERSKA,
M. KANIEWSKI, J. HOFFMANN, Politechnika Wroctawska, Wydzial Chemiczny,
Katedra Inzynierii 1 Technologii Proceséw Chemicznych, Wybrzeze Stanistawa
Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw.

Abstrakt: Przeprowadzono badania otrzymywania fosforanu mocznika z modelowych
roztworé6w odczynnikowego kwasu fosforowego(V) zanieczyszczonych dodatkowo
kadmem. Sprawdzono wpltyw stosunku molowego uzytych reagentdw oraz temperatury
i czasu krystalizacji na wydajno$¢ syntezy. Produkty analizowano na zawarto$¢ kadmu
w celu okreslenia zalezno$ci stopnia przejScia kadmu z surowcow do produktu. Do
analizy wykorzystano metod¢ absorpcyjnej spektrometrii atomowej Z atomizacja
W ptomieniu (FAAS). Wyniki badan pokazuja, ze najwazniejszym parametrem
decydujacym 0 wydajnosci syntezy fosforanu mocznika jest stezenie uzytego kwasu
fosforowego(V). Fosforan mocznika najtatwiej krystalizuje z roztworéw stezonych —
osiggana wydajno$¢ wynosi 75-85%. Z roztworéw rozcienczonych fosforan mocznika
krystalizuje tylko przy obnizonej temperaturze krystalizacji (10-15 °C) z wydajnos$cia
nie przekraczajaca 35%. Pomniejszy wpltyw na wydajnos¢ syntezy ma temperatura, czas
krystalizacji oraz stosunek molowy uzytych reagentow.

Whprowadzenie: W obecnych czasach stale poszukuje sie nowych rozwigzan
i technologii, ktore majg na celu poprawienie wydajnosci procesdéw nawozenia oraz
zwigkszenie uzyskanych plonoéw. Obok konwencjonalnych, mineralnych nawozow
azotowych na bazie azotanu(V) amonu coraz wigkszego znaczenia nabieraja formulacje
zawierajace W swoim skladzie mocznik. Przykladem takiej substancji jest fosforan
mocznika o wzorze sumarycznym CO(NH,), - H3PO,. Jest to zwiazek chemiczny, ktory
w swoim sktadzie zawiera dwa gtowne sktadniki pokarmowe — azot i fosfor w formach
przyswajalnych dla roslin. Sktadniki te odgrywaja kluczowa role w rozwoju upraw.
Dodatkowo, fosforan mocznika moze by¢ rowniez stosowany jako dodatek do pasz
zwierzecych [1-3].

Fosforan mocznika mozna syntezowa¢ W wyniku bezposredniej reakcji kwasu
fosforowego z mocznikiem. Aby uzyska¢ zadowalajaca wydajno$¢ syntezy, trzeba
odpowiednio dobra¢ parametry procesowe, do ktorych nalezg m.in.: stezenie kwasu
fosforowego, stosunek molowy reagentoéw czy temperatura chtodzenia (krystalizacji).
Istotnym problemem tego procesu s3 naturalne zanieczyszczenia towarzyszace
surowcom fosforowym, obecne rowniez W powstajacym na ich bazie ekstrakcyjnym
kwasie fosforowym [4,5].

Istotnym zanieczyszczeniem towarzyszacym surowcom fosforowym jest m.in. kadm.
Jest to szkodliwa substancja powodujaca wiele chorob (m.in. anemig) i zaliczana do
czynnikoéw mutagennych. Rosliny przyswajaja kadm stosunkowo tatwo z gleby, przez co
jest on akumulowany w tancuchu pokarmowym. Wobec zaostrzajacych si¢ limitow
dotyczacych maksymalnej dopuszczalnej zawartosci kadmu w nawozach fosforowych,
poszukuje si¢ nowych metod, ktére pozwolg usuwaé ten sktadnik w zadowalajgcym
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stopniu ze stosowanych surowcoéw fosforowych (zaréwno skat fosforytowych, jak
i ekstrakcyjnego kwasu fosforowego) [1,4,5].

Dzigki zastosowaniu techniki absorpcyjnej spektrometrii atomowej mozliwe jest
monitorowanie zawarto$ci kadmu i innych pierwiastkow w otrzymywanych produktach.
Metoda ta pozwala okresli¢ zaleznosci pomigdzy charakterystyka uzytych surowcow,
sposobem ich przetwarzania, a sktadem otrzymywanych produktow koncowych [6].

Cze$¢ eksperymentalna: Do przeprowadzenia badan przygotowano modelowe
roztwory kwasu fosforowego(V) o stezeniach 39% mas., 57% mas. oraz 75% mas.
H3PO, poprzez rozcienczenie odczynnikowego kwasu fosforowego(V) woda deminera-
lizowang. Do roztworé6w dodano dodatkowo wzorzec jonow kadmu (roztwor Cd(NO3),
ostezeniu 1000 mg Cd/dm®) tak aby otrzyma¢ zawartosci kadmu w koncowym
roztworze rowna 60 mg Cd/kg roztworu kwasu.

Syntezg fosforanu mocznika prowadzono z odpowiedniego modelowego roztworu
kwasu fosforowego(V). W tym celu 20 g roztworu przy ciggtym mieszaniu podgrzewano
do temperatury ok. 40 °C, po czym powoli dozowano odpowiednig ilos¢ odczynnikowe-
go mocznika (stosunek molowy mocznika do kwasu fosforowego(V) wynoszacy 1:1 lub
1,25:1). Temperatur¢ utrzymywano i kontynuowano mieszanie do catkowitego
rozpuszczenia si¢ mocznika i otrzymania jednorodnego roztworu. Nastepnie roztwor
pozostawiano w okreslonej temperaturze (10 °C, 15 °C — probki byly chtodzone lub
w temperaturze otoczenia 28 °C — probki pozostawione bez chtodzenia) do wykrystali-
zowania produktu. Powstala zawiesing po okreSlonym czasie (0,5 h, 4 h lub 24 h)
saczono prozniowo na lejku Biichnera na saczkach migkkich. Otrzymany produkt staty
suszono w temperaturze otoczenia przez 24 h.

Po procesie analizowano zawarto$¢ kadmu W otrzymanych produktach statych.
Wykorzystano metode absorpcyjnej spektrometrii atomowej z atomizacjg W ptomieniu
(FAAS) wykorzystujac aparat Thermo Scientific ICE 3000 Series z uniwersalnym
palnikiem 50 mm. Do pomiaru zawartosci kadmu w probkach zastosowano ptomien
powietrze-acetylen (A/A). Absorbancj¢ probek mierzono przy dlugosci fali 228,8 nm
stosujac plomien stechiometryczny (przeplyw acetylenu 1,0-1,3 dm*min) i przegrode
0 szerokosci 0,5 nm.

Wyniki: Do obliczenia wydajnosci syntezy fosforanu mocznika wykorzystano wzor:
n = Mrzecz 100%
: mteor
gdzie: n — wydajno$¢ syntezy [%], mye;; — Masa otrzymanego produktu statego [d],

Mieor — Masa teoretyczna fosforanu mocznika wynikajaca z ilosci kwasu fosforowego(V)
obecnego w mieszaninie reakcyjnej [g].

Do obliczenia stopnia przej$cia kadmu do produktu wykorzystano wzor:

mer cBy s
E =—§—.100% = —45——-100%
Mcq Ccqm

gdzie: E — Stopien przejécia kadmu do produktu [%], m — masa [g], ¢ — stezenie [mg/kg],
indeks dolny wskazuje pierwiastek ktorego dotyczy dana wielko$¢ fizyczna, indeks
gorny wskazuje ktorej fazy dotyczy dana wielko$¢ fizyczna.
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Wyniki z przeprowadzonych badafh syntezy fosforanu mocznika przy zastosowaniu
réznych parametréw procesowych przedstawiono na rys.1. oraz rys.2.
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Rys.1. Wydajnos¢ syntezy fosforanu mocznika przy zastosowaniu réoznych parametréw procesowych
(czas krystalizacji — 24 h).
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Rys.2. Wydajnos¢ syntezy oraz wyniki analizy zawartosci kadmu dla wybranych probek fosforanu mocznika
(temperatura krystalizacji — 10 °C, stosunek molowy mocznika do
kwasu fosforowego(V) — 1:1).

Przeprowadzone badania pozwalajg sformutowa¢ wnioski dotyczace przebiegu syntezy
fosforanu mocznika, a dodatkowo opracowa¢ metody otrzymywania tej substancji

z uwzglednieniem najistotniejszych parametrow procesowych.

Whioski: Najistotniejszym parametrem wpltywajacym na wydajnos$¢ syntezy fosforanu
mocznika jest st¢zenie poczatkowe zastosowanego roztworu kwasu fosforowego(V).
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Fosforan mocznika najtatwiej krystalizuje z roztworéw stezonych (75% mas. H3sPO,) —
osiggana wydajno$¢ wynosi 75-85%. Z roztworéw rozcienczonych (39% mas. H3PO,)
fosforan mocznika krystalizuje tylko przy zastosowaniu chtodzenia roztworu poreakcyj-
nego. Otrzymywana wydajno$¢ nie jest wicksza niz 35%.

Temperatura krystalizacji szczegbélnie znaczaco wplywa na wydajno$¢é procesu
otrzymywania fosforanu mocznika przy stosowaniu rozcienczonych roztworéw kwasu
fosforowego(V). Im nizsza temperatura krystalizacji, tym wydajno$¢ procesu jest
wigksza. Dla st¢zonych roztworéw kwasu fosforowego(V) wptyw ten nie jest tak bardzo
zauwazalny.

Im wyzsze stezenie kwasu fosforowego(V) tym mniejszy jest udziatl fazy cieklej
W koncowej mieszaninie. W takim przypadku znaczna cze$¢ kadmu zawartego
pierwotnie w roztworze kwasu przechodzi do produktu koncowego (nawet do 60%)
pogarszajac Wten sposob jego jakos¢ iograniczajac mozliwo$¢ zastosowania
w rolnictwie.

Stosunek molowy uzytych substratdéw nie wplywa zauwazalnie na wydajnos$¢ syntezy
i zawarto$¢ kadmu w produkcie koncowym.
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WYKORZYSTANIE ABSORPCYJNEJ SPEKTROMETRII
ATOMOWEJ W OCENIE STOPNIA UWALNIANIA POTASU
Z POLIHALITU

S. PENKALA, D. NIEWES, E. KLEM-MARCINIAK, J. ZIELINSKI,
J. HOFFMANN, Politechnika Wroctawska, Wydzial chemiczny, Katedra Inzynierii
i Technologii Proceséw Chemicznych, Wybrzeze Wyspiafiskiego 27, 50-370 Wroctaw.

Abstrakt: Celem przeprowadzonych badafh bylo okrelenie stopnia uwalniania potasu
z polihalitu w roztworach wodnych. Badania polegaty na poddaniu polihalitu dziataniu
wody demineralizowanej w trzech réznych warto$ciach temperatur 20 °C, 40 °C, 60 °C
oraz zmianie czasu prowadzenia procesu. Proces prowadzono dla kazdej temperatury
w czasie jednej, dwoch itrzech godzin. W celu okreslenia stopnia uwolnienia potasu
z badanego mineralu, zbadano zawarto$§¢ potasu kazdej z probek technika AAS
(Atomowej Spektrometrii  Absorpcyjnej) iobliczono ilo$¢ uwolnionego potasu
z polihalitu. Stwierdzono pozytywny wplyw zaréwno czasu prowadzenia procesu
i temperatury na ilo$¢ uwolnionego potasu.

Whprowadzenie: Obecnos¢ sktadnikow odzywczych roslin w glebie jest kluczowa dla
ich rozwoju. Aby umozliwi¢ ros$linom prawidlowy iszybki wzrost konieczne jest
dostarczanie sktadnikow w odpowiednich dawkach oraz zapobieganie ich niedoborom.
Zaréwno W przyrodzie jak i w uprawach rolnych suplementacja sktadnikéw odzywczych
nie zawsze bywa prawidlowa. We wspotczesnym rolnictwie nawozy odgrywaja
znamienng rol¢ W dostarczaniu do gleby sktadnikéw odzywczych roslin w odpowiedniej
dawce i postaci [1,2].

Potas petni kluczowe funkcje we wzroscie irozwoju ro§lin. Jest obecny w glebie
W stezeniach wyzszych, niz inne sktadniki odzywcze roslin. Zawarto$¢ potasu w glebie
moze siega¢ nawet 3% [3].

Poza obecnoscig potasu w glebie niezwykle istotna dla roslin jest jego dostgpnosc.
Latwo dostepng forma potasu jest ta zawarta w roztworze glebowym. Potas wymienny
stanowig takze jony potasu zaadsorbowane elektrostatycznie na powierzchni mineralow
glebowych i organicznych koloidow zawartych w glebie. Cze$¢ potasu zawartego
W glebie uwigziona jest W strukturze mineraldéw pomiedzy ich warstwami. Jest on
dostepny W ograniczonej w czasie ilo$ci, jednak moze by¢ udostepniany roslinom przez
dluzszy okres czasu. Potas zwigzany W strukturze mineratow ilastych, mik oraz skaleni
zawarty jest najczeSciej W nierozpuszczalnej w wodzie postaci, dlatego nie moze byé
wchloniety przez roéliny. Udostgpnienie tej formy potasu zachodzi w skutek erozji
mineratéw, jednakze intensywno$¢ zachodzenia tego zjawiska jest niewielka [2,4,5].
Najpopularniejszymi formami potasu stosowanymi w rolnictwie sa chlorek potasu (KCI)
oraz siarczan potasu (K,SO,). Chlorek potasu stanowi ponad 90% udzialu w rynku
nawozow potasowych. Zaletami soli potasowej jest siggajaca 60% zawartos¢ K
w przeliczeniu na K,O, dobra rozpuszczalno$é, atakze niska cena W poréwnaniu do
innych nawozoéw potasowych. Wysoki indeks solny chlorku potasu moze przyczynic si¢
do zasolenia gleby podczas intensywnego stosowania, a w konsekwencji zmniejszenia
plonéw. Niektore rosliny cechujg si¢ wysokg wrazliwos$cia na obecno$¢ jondw
chlorkowych w glebie, ztego powodu nawozenie potasem musi by¢ realizowane
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poprzez jego aplikacje W formie azotanowej lub siarczanowej. Siarczan potasu jest dobra
alternatywa do chlorku potasu. Zawiera ok. 50% potasu w przeliczeniu na K,O, nie
zawiera chloru oraz posiada niski indeks solny. Jest jednak znaczgco drozszy od chlorku
potasu [6,7].

Potas dostarczany moze by¢ takze poprzez zastosowanie innych mineralow, jako
alternatywa do KCI lub K,SO,. Mineraly te najcze¢éciej zawieraja mniej potasu niz
komercyjne nawozy, jednak dostarczaja one rowniez innych pierwiastkow waznych dla
rozwoju ro$lin np. wapnia, magnezu czy sodu. Cze$¢ mineratdéw charakteryzuje
ograniczong rozpuszczalno$cia W wodzie, czego konsekwencja jest wolniejsze
uwalnianie sktadnikow odzywczych. Cechy te moga wykazac si¢ istotne dla zastosowa-
nia alternatywnych Zrédet potasu jako nawozow 0 spowolnionym uwalnianiu lub gdy
wystepuje ryzyko nadmiernego wymywania sktadnikéw odzywczych z gleby [5,7-9].
Polihalit jest mineratem ewaporytowym 0 wzorze chemicznym K,Ca,Mg(SO4)42H,0.
Proces jego rozpuszczania w wodzie zachodzi znacznie wolniej niz w przypadku
konwencjonalnych nawozow, ale zapewnia uwalnianie sktadnikow odzywczych przez
dluzszy czas. Ze wzgledu na korzystny sktad chemiczny jest stosowany jako nawéz
[8,10].

Czes¢ eksperymentalna: Eksperymenty oceny stopnia uwalniania potasu z polihalitu
przeprowadzono dla réznych temperatur (20 °C, 40 °C, 60 °C) oraz réznego czasu
trwania procesu (1 h, 2 h, 3 h). Do dziewieciu kolb stozkowych 0 pojemnosci 250 cm®
odwazono po 20g polihalitu. Mineral wazono korzystajac z wagi analitycznej
(METTLER TOLEDO AB204-S) o doktadnosci 0,0001g. Do przygotowanych kolb
zawierajacych polihalit wprowadzono po 200 cm® wody demineralizowanej, przykryto
szkietkiem zegarkowym i umieszczono w termostatowanej wytrzasarce laboratoryjnej.
Parametry wytrzasarki ustawiono tak, aby zapewnialy mieszanie cze¢sci staltych probki.
Po uptywie zatozonego dla kazdej z probek czasu, kolbe wyciagnieto z wytrzasarki
i przesgczono na wczesniej przygotowanym zestawie do sgczenia. Oznaczono objetosé
uzyskanego przesaczu.

Ze wzgledu na mozliwe krystalizowanie sktadnikow uzyskanego przesaczu, kazdorazo-
wo probke do badan pobierano natychmiastowo po przesaczeniu. Do badan pobierano
kazdorazowo po 1 cm® roztworu i rozcienczano do objetosci 50 cm®. Tak przygotowane
roztwory poddano badaniu zawarto$ci potasu technika Absorpcyjnej Spektrometrii
Atomowej.

Pomiary stezenia potasu W badanych probkach przeprowadzono na spektrometrze ASA
(Thermo Scientific ICE 3000) z uzyciem lampy do oznaczen potasu, stosujgc dtugosé
fali o wartosci 766,5 nm.

Wyniki: Wykorzystujac oznaczone stezenia potasu W oraz krotno$¢ rozcienczenia
probki obliczono zawarto$¢ potasu uwolnionego z badanych probek. Uzyskane wyniki
przeliczono na procent masy potasu uwolnionego z polihalitu w stosunku do catkowitej
ilosci potasu w polihalicie i przedstawiono w Tabeli 1. Wyznaczono, ze zawarto$¢
catkowita potasu w badanym polihalicie wynosi 11,09% masowego potasu.
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Tabela 1. Zestawienie wynikow badan uwalniania potasu z polihalitu.
o K wymyty z polihalitu K wymyty z polihalitu K wymyty z polihalitu
Temperatura [°C] po 1h [%] po 2h [%] 0o 3 [%]
20 14,25 27,02 33,15
40 21,00 36,16 43,03
60 26,39 41,32 51,03

Na podstawie uzyskanych danych pomiarowych wygenerowany wykres trojwymiarowy,
przedstawiajacy wplyw temperatury oraz czasu trwania procesu na stopien uwolnienia
potasu zawartego w polihalicie (rys.1.). Na jego podstawie mozna wnioskowaé, stopien

uwolnienia makrosktadnika z surowca wzrasta wraz ze wzrostem parametréw prowa-
dzenia procesu.
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Rys.1. Stopief uwolnienia potasu w polihalitu w zaleznosci od czasu i temperatury prowadzenia procesu.

Na podstawie uzyskanych wynikow, w oparciu o ich analiz¢ statystyczna, dokonano
opisu zaleznosci pomigdzy zmiennymi niezaleznymi, a uzyskanym wynikiem.
Przedstawiono ja w formie rownania (1), gdzie jako y oznaczono stopien uwolnienia
potasu, w odniesieniu do jego calkowitej zawartosci w polihalicie, x1 to temperatura
prowadzenia procesu, natomiast x2 to czas. Przedstawione roéwnanie odnosi si¢ do
warto$ci zakodowanych zmiennych niezaleznych na trzech badanych poziomach,
odpowiednio jako -1 dla warto$ci minimalnej, 0 dla wartosci posredniej oraz 1 dla
warto$ci maksymalnej rozpatrywanych parametrow.

y=32,50+7,39-x1+0,60-x12+10,93-x2+1,68:x22+1,44-x1x2 (1)

Whioski: Na podstawie uzyskanych wynikow stopnia uwolnienia potasu z polihalitu

dowiedziono ze zar6wno czas, jak i temperatura procesu maja istotny, korzystny wptyw
na ilo¢ wydzielonego potasu. Potwierdza to zaréwno przebieg wykresu obrazujacego
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zalezno$¢ zmiennej wyjSciowej wzgledem parametréw procesowych, jak i dodatnie
warto$ci poszczegdlnych czlondw rownania wielomianowego. Dodatkowo czton
interakcji pomigdzy badanymi zmiennymi (X;* Xp) rowniez przyjmuje warto$¢ dodatnia.
Podwyzszenie temperatury procesu skutkuje wydzieleniem blisko 50% wigkszej ilosci
potasu z polihalitu oraz zwigkszeniem szybkosci uwalniania potasu. Po 3 godzinach
prowadzenia procesu stopien uwolnienia potasu wyniost 51,03% w wodzie
0 temperaturze 60°C. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze
polihalit jest surowcem, ktory moze by¢ wykorzystany przy komponowaniu nawozoéw
potasowych. Jednoczesnie, celem zwigkszenia udzialu form potasu, ktore sa dostepne
dla roélin, procesy obrobki polihalitu powinny by¢ prowadzone W podwyzszonej
temperaturze, jak i w dtuzszym czasie.

Praca finansowana ze $rodkow na nauke w roku 2023 jako projekt badawczy statutowy MEIN
realizowany na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroclawskiej, w Katedrze Inzynierii i Technologii
Proceséw Chemicznych (Nr 8211104160-K24\W03D05)
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BADANIE ZAWARTOSCI As, Cd i Pb W MINERALNYCH
PRODUKTACH NAWOZOWYCH TECHNIKA ICP-OES

A. DROZD, J. OSTROWSKI, A. WATROS, Laboratorium Analityczne, Sie¢
Badawcza Lukasiewicz - Instytut Nowych Syntez Chemicznych, al. Tysiaclecia Panstwa
Polskiego 13A, 24-110 Putawy.

Abstrakt: Opracowano parametry metody i wyznaczono elementy walidacji oznaczania
As wedlug normy PN-EN 16317+A1:2017-04 oraz Cd i Pb w oparciu 0 norm¢ PN-EN
16319+A1:2016-02 wnawozach mineralnych, $rodkach wapnujacych i $rodkach
wspomagajacych uprawe roslin z zastosowaniem optycznej spektrometrii emisyjnej
z plazma indukcyjnie sprzezong (ICP-OES). Na podstawie analizy probek rzeczywistych
i certyfikowanych materialéw odniesienia okreslono nastepujace parametry walidacyjne:
zakres metody, liniowo$¢, granice wykrywalnos$ci, granice oznaczalnosci, poprawno$é
(doktadnos$é¢/odzysk), precyzje oraz niepewno$¢. Kontrole jakosci badan prowadzono
w oparciu 0 SRM 695 (Trace elements in multi-nutrient fertilizer) oraz SRM 694
(Western Phosphate Rock), producent NIST. W celu zapewnienia spojnosci pomiarowe;j
oraz sprawdzenia kompetencji Laboratorium Analityczne uczestniczylo w badaniach
bieglosci organizowanych przez Krajowa Stacje Chemiczno-Rolniczg w Warszawie
obejmujacych oznaczanie Cd i Pb w probkach mineralnych produktéw nawozowych.

Woprowadzenie: Nawozy mineralne stanowig podstawowe zrodlo sktadnikoéw
pokarmowych niezbednych do prawidlowego wzrostu ro$lin oraz zwigkszenia
efektywnosci plonowania. Dostepne na rynku produkty nawozowe charakteryzuja si¢
zréznicowanym sktadem chemicznym, ze wzgledu na zastosowanie dla poszczegdlnych
gatunkow roslin [1]. Nawozy moga by¢ zanieczyszczone metalami ciezkimi takimi jak
arsen, kadm, otéw czy rte¢, stanowigcymi potencjalne zagrozenie dla gleb i roslin [1,2].
Producenci nawozoéw powinni przestrzega¢ odpowiednie regulacje prawne, w ktorych
okreslono dopuszczalne granice zawartoSci substancji, uznawanych za szkodliwe dla
srodowiska, a w konsekwencji dla ludzi. w zwigzku z powyzszym ponad 15 lat Grupa
Robocza ds. Nawozoéw przy Komisji Europejskiej opracowywata nowe, dopuszczalne
zawarto$ci zanieczyszczen w produktach nawozowych.

Arsen to naturalnie wystgpujacy pierwiastek, ktory wystgpuje na czterech stopniach
utlenienia: As(V), As(Ill), As(0) i As(-Ill). Zrodlem zanieczyszczenia $rodowiska
arsenem sg erupcje wulkanow, erozja gleb i dziatalno$¢ antropogeniczna obejmujaca
spalanie paliw kopalnych oraz gérnictwo i hutnictwo rud metali. Arsen moze powodo-
waé wiele negatywnych skutkéw dla zdrowia ludzkiego. U osob przewlekle narazonych
na wysokie stgzenia arsenu moga wystgpowac powazne zmiany skorne, zaburzenia
sercowo-naczyniowe, moczowe, nerwowe, hormonalne, atakze zwickszone ryzyko
wystepowania nowotwordw m.in. watroby [2]. Arsen metaliczny nie jest trujacy,
toksyczne sg jego zwiagzki. As(l11) jest wielokrotnie bardziej toksyczny od As(V) [3].
Kadm jest metalem naturalnie wystepujacym w glebie i surowcach mineralnych. Latwo
transportowany jest do roélin, a nastgpnie do tancucha zywieniowego i paszowego.
Stosowanie nawozow fosforowych produkowanych z fosforytow, zawierajacych
znaczace ilosci kadmu, odpowiada za okoto 60 % kadmu wprowadzanego do gleb
w Europie. Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci ustalil dopuszczalny
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tygodniowy poziom spozycia (TWI) dla kadmu na poziomie 2,5 pg na kg masy ciala [2].
Po raz pierwszy negatywne skutki Cd na zdrowie czlowieka zaobserwowano u rolnikow
uprawiajacych ryz wJaponii wpotowie lat piecdziesigtych. Po dziesigcioleciach
konsumowania wiasnego ryzu nawadnianego wodami z kopalni Cd i Zn, mieszkancy
ulegali zatruciu Cd (choroba itai-itai) [3]. Choroba powodowata zmigkniecie kosci
i niewydolno$¢ nerek. Udowodniono, iz zwigkszona ilo$¢ Zn w diecie hamuje wchiania-
nie Cd, podczas gdy tagodny niedobor zelaza zwigksza wchtanianie [3].

Otow jest metalem cigzkim, szeroko rozpowszechnionym naturalnie w przyrodzie
i czgsto stosowanym w produkcji farb, kabli, akumulatoréw, baterii, puszek, amunicji,
oston przed promieniowaniem przenikliwym. Znaczna cz¢$¢ otowiu uzywanego na
swiecie pochodzi z recyklingu. Otow odktada si¢ W mézgu, ptucach, nerkach, watrobie,
powaznie uszkadzajac te narzady. Ponadto odktada si¢ w kosciach, ze¢bach, dzigstach
(tworzac charakterystyczne, ciemne linie), skorze (powodujac niezdrowo wygladajace,
z6ltawosine zabarwienie) oraz we wiosach [2,3]. Wsrdd metali niezbednych dla
organizmu, otéw wchodzi w interakcje z wapniem, zelazem i cynkiem. Wysokie stezenia
wapnia i zelaza moga zapewnia¢ pewna ochron¢ przed zatruciem ofowiem, natomiast
niskie ich st¢zenia zwigkszaja podatno$¢ na dziatanie toksyczne [3].

W zwigzku z toksycznymi wilasciwo$ciami As, Cd i Pb istnieje koniecznos¢ okreslenia
ich zawartosci W produktach nawozowych. Ocen¢ zgodnoséci oraz nowe, bardziej
rygorystyczne warunki dopuszczenia nawozu nieorganicznego do obrotu reguluje
Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/1009 z dnia 5 czerwca
2019 r. dotyczace udostepniania na rynku produktow nawozowych UE [4]. W przypadku
gdy catkowita zawarto§¢ P wnieorganicznym nawozie makrosktadnikowym
w przeliczeniu na P,Os jest mniejsza niz 5%, to dopuszczalna zawarto$¢ Cd wynosi
3 mg/kg suchej masy, a jesli warto$¢ ta jest wieksza lub rowna 5%, to mowi sie¢ wowczas
o nawozach fosforowych idopuszczalna zawarto§¢ kadmu wynosi 60 mg/kg P,Os.
Wymagania dotyczgce poziomu zanieczyszczen W hieorganicznych nawozach
mikrosktadnikowych dla As, Cd i Pb odnoszg si¢ do catkowitej zawarto$ci mikrosktad-
nikdw obecnych w nawozie i wynoszg one odpowiednio 1000, 200 oraz 600 mg/kg.
W przypadku $rodka wapnujacego okre$lono nastepujace dopuszczalne zawartosci dla
As - 40, Cd - 2 oraz Pb - 120 mg/kg suchej masy [4]. W celu przygotowania komplek-
sowej oferty badawczej odpowiadajacej na potrzeby producentéw i importerow
konieczne bylo przeprowadzenie procesu walidacji oznaczania As wedlug normy PN-
EN 16317+A1:2017-04 oraz Cd iPb woparciu 0 norm¢ PN-EN 16319+A1:2016-02.
Potwierdzeniem spetnienia wymagan sa wyznaczone charakterystyczne cechy metody:
zakres metody, liniowos$¢, granica wykrywalnosci, granica oznaczalno$ci, poprawnosé
(doktadno$¢/odzysk), precyzja oraz niepewno$¢. Podczas walidacji wykorzysta-
no certyfikowane materialty odniesienia, proby S$lepe, roztwory wzorcowe, probki
powtorzone oraz wyniki z badan biegtosci [5].

Oznaczenie As, Cd i Pb technikg ICP-OES w zlozonej matrycy mineralnej stanowi duze
wyzwanie dla analitykéw. Szybka, jednoczesna i precyzyjna metoda analityczna
pozwala na prowadzenie rutynowych oznaczen na poziomie $ladowym [6]. Warunkiem
jest jednak wtasciwy dobor szeregu parametrow W celu uzyskania optymalnego sygnatu
analitycznego.  Istnieje  mozliwo§¢  wystapienia  interferencji  spektralnych
i migdzypierwiastkowych majacych znaczacy wptyw na sygnat emisji w technice ICP-
OES, np. od Fe, dlatego tez zaleca si¢ stosowanie odpowiednich sposoboéw korekeji, np.
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uzycie skandu jako wewnetrznego wzorca odniesienia, jak rowniez zastosowanie
metody dodatku wzorca.

Cze¢$¢ eksperymentalna: Do badan zastosowano CRM (SRM 695, SRM 694) oraz
mineralne produkty nawozowe dostgpne W handlu. Probki roztworzono z wykorzystaniem
energii mikrofalowej w zamknigtym systemie mikrofalowym Mars CEM, wyposazo-
nym w kontrole cis$nienia i temperatury. Odwazki okoto 0,5 g probki poddano minerali-
zacji z9 mL 65% kwasu azotowego Suprapur® (Merck) + 3 mL 30% kwasu
chlorowodorowego Suprapur® (Merck), przy maksymalnej temperaturze 190° C oraz
ci$nieniu 19,6 bar. Mineralizaty przeniesiono ilosciowo do kolb 50 ml. Zawartos¢ As,
Cd iPb w mineralizatach nawozéw oznaczono technikg ICP-OES z zastosowaniem
spektrometru emisyjnego Varian 720-ES z poziomym ulozeniem plazmy argonowe;j,
wyposazonym W rozpylacz Conikal® Glass Expansion®, komore cyklonowa szklana
Agilent®, palnik kwarcowy jednocze$ciowy. Roztwory wzorcowe sporzadzono przez
rozcienczanie handlowego roztworu wielopierwiastkowego firmy Inorganic Ventures.
Stezenia roztworéw wzorcowych do kalibracji obejmowaty okres$lone zakresy robocze
dla As i Pb (0,25-10,0 mg/L), Cd (0,125-5,000 mg/L). Korekcje interferencji miedzy-
pierwiastkowych przeprowadzono zuzyciem skandu jako wewngtrznego wzorca
odniesienia. W celu zapewnienia spdjnosci pomiarowej oraz sprawdzenia kompetencji
Laboratorium Analityczne uczestniczylo w badaniach biegtosci PT organizowanych
przez Krajowa Stacje Chemiczno-Rolnicza w Warszawie obejmujacych oznaczanie Cd
i Pb w prébkach nawozow mineralnych i srodkow wapnujacych. Okreslono nastgpujace
parametry walidacyjne: zakres metody, liniowo$¢, granice wykrywalnosci, granice
oznaczalnosci, doktadnos¢/odzysk, precyzje oraz niepewno$é. Liniowo$¢ wyznaczono
na podstawie analiz serii roztword6w wzorcowych, granice wykrywalnoSci
i 0znaczalnosci obliczono w oparciu 0 wyniki analiz probek $lepych, doktadno$¢ metody
ustalono poprzez analiz¢ certyfikowanych materialdéw odniesienia, natomiast precyzja
zostata wyrazona jako wzgledne odchylenie standardowe wynikéw serii probek
powtdrzonych i probki kontrolnej. Niepewno$¢ rozszerzong oszacowano wykorzystujac
wzgledne odchylenie standardowe z pomiaréw certyfikowanych materiatow odniesienia,
probek kontrolnych, wynikow badan bieglosci, jak rowniez niepewnos$ci standardowej
kalibracji.

Wyniki: Przeprowadzony proces walidacji potwierdzil, ze dana procedura spetnia
postawione przed nig wymagania i moze by¢ stosowana W okreslonym celu. Parametry
walidacyjne i charakterystyke metod przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyki metod oznaczania As, Cd i Pb metoda ICP-OES.

Cecha metody As Cd Pb
Zakres metody [mg/kg] 3,00 — 250 0,50 -50 2,00 -200
Liniowo$¢ r=0,99996 r=0,99998 r=0,99995
Granica wykrywalnosci (LOD) [ma/kg] 0,60 0,08 0,70
Granica oznaczalno$ci (LOQ) [mg/kg] 1,30 0,15 0,15
Doktadno$¢/odzysk (CRM) [%] 102 97,2 92,3
Precyzja (RSD) [%] 4,58 3,45 4,47
Niepewnos¢ rozszerzona (p=0,95, k=2) [%] 22 20 20
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Istotnymi parametrami charakteryzujacymi procedur¢ analityczng sa precyzja
i doktadnos¢. Metode uwaza sie za odpowiednig, jezeli wzgledne odchylenie standardo-
we dla serii analiz jest mniejsze niz 12,5 %, a odzysk miesci si¢ w granicach 80 — 110 %.
Uzyskane wartosci tych parametrow W procesie walidacji dla obu pierwiastkow
przedstawiaja Tabela 1 iTabela 2. Przeprowadzona wielokrotna analiza As, Cd i Pb
w certyfikowanych materiatach odniesienia potwierdza zadowalajaca precyzje
i doktadno$¢. Dodatkowo uczestnictwo w badaniach bieglo$ci umozliwito uzyskanie
niezaleznej oceny jakos$ci i miarodajno$ci wynikow. Odzyski dla badanych pierwiastkow
uzyskane w probkach nawozow mineralnych technika ICP-OES wskazujg na dobrg
zgodno$¢ z warto§ciami przypisanymi, potwierdzajac kompetencje Laboratorium
w zakresie badan tej grupy nawozow.

Tabela 2. Wyniki oznaczen As, CdiPb w SRM 695.

Badana cecha As Cd Pb
Wartosé¢ certyfikowana [mg/kg] 200+5 16,9 +0,2 273 £17

1 214 17,7 275

2 200 16,3 252

3 208 16,3 250

4 202 16,8 244

5 208 16,4 239

6 202 16,9 231

7 209 16,3 274

8 200 16,2 252

9 206 16,4 249

10 201 16,5 253

11 207 16,2 245

12 199 15,9 253

13 193 16,0 260

14 208 16,6 258

15 211 16,1 247

16 202 16,5 259

17 201 16,1 253

18 192 17,0 236

19 196 15,5 253

20 214 16,8 259

Srednia [mg/kg] 204 16,4 252

SD 6,27 0,47 10,8

RSD [%] 3,08 2,85 4,30

Odzysk [%] 102 97,2 92,3

Whioski: Na podstawie przeprowadzonej walidacji stwierdzono, ze procedura
oznaczania As, Cd i Pb w mineralnych produktach nawozowych metodg ICP-OES jest
odpowiednia do zamierzonego stosowania. Pozytywny wynik walidacji daje mozliwo$¢
rozszerzenia zakresu akredytacji Laboratorium Analitycznego. Ponadto zastosowanie
techniki ICP-OES do oznaczania zawarto$ci zanieczyszczen jest konkurencyjne
w stosunku do stosowanych obecnie metod analiz FAAS i GFAAS oraz pozwala na
efektywna kontrolg jakosci. Istotnym ograniczeniem metody sa potencjalne interferencje
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migdzypierwiastkowe i spektralne, zwigzane 2z zréZznicowang matrycag nawozow
mineralnych, dlatego nalezy je we wlasciwy sposob korygowac.
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ZASTOSOWANIE TECHNIKI ICP-OES DO OZNACZANIA
ARSENU NIEORGANICZNEGO W MORSZCZYNIE

A. DROZD, J. OSTROWSKI, A. WATROS, Laboratorium Analityczne, Sie¢
Badawcza Lukasiewicz - Instytut Nowych Syntez Chemicznych, al. Tysiaclecia Panstwa
Polskiego 13A, 24-110 Putawy.

Abstrakt: Przeprowadzono wstgpne badania zawarto$ci arsenu nieorganicznego
w probkach morszczynu pegcherzykowatego z wykorzystaniem optycznej spektrometrii
emisyjnej z plazma indukcyjnie sprzgzona (ICP-OES). Zawartos¢ arsenu catkowitego
0znaczono W probkach po mineralizacji mikrofalowej. Ekstrakcje arsenu nieorganiczne-
go przeprowadzono rozcienczonym kwasem chlorowodorowym wedlug PN-EN
15517:2009, a zawartos¢ arsenu oznaczono metodg ICP-OES. Kontrolg jakosci badan
przeprowadzono na podstawie rownoleglej analizy BCR 279 (Satata morska).

Woprowadzenie: Morszczyn pecherzykowaty jest glonem zaliczanym do gatunku
brunatnic o oliwkowej barwie oraz charakterystycznych pecherzach. Wystepuje glownie
w chtodnych wodach oceanicznych potkuli potnocnej, jak rowniez w wodach morskich,
m.in. w Morzu Baltyckim i Polnocnym [1]. Morszczyn pecherzykowaty jest bogaty
w wiele potrzebnych do prawidtowego funkcjonowania organizmu sktadnikow. Zawiera
miedzy innymi jod, cynk, magnez, potas, miedz, selen, chlor, witaming C, witaminy
z grupy B, beta karoten, chlorofil i naturalne antyoksydanty. Morszczyn ma szerokie
zastosowanie w wielu schorzeniach i dolegliwosciach dzigki bardzo duzej ilo$ci
sktadnikoéw aktywnych. Zawiera fukoidyne, ktora jest polecana w terapii wspomagajacej
leczenie raka odbytnicy i okreznicy, obniza tez poziom cholesterolu, zmniejsza stezenie
cukru we krwi. Posiada whasciwosci przeciwzapalne, niweluje podraznienia ibol,
zmniejsza obrzgki, dzigki temu bywa wykorzystywany Ww leczeniu hemoroidow,
artretyzmu czy dolegliwos$ci skornych. Zawarty w morszczynie kwas alginowy
wspomaga proces odchudzania iregulowania rytmu wyprdznien, atym samym do
przyspiesza procesy przemiany materii. Stosowany zewnetrznie W postaci oktadow,
kapieli lub jako skladnik kosmetykéw dziala antycellulitowo oraz ujedrniajaco,
przyspiesza gojenie standw zapalnych skory oraz redukuje blizny. Dostarcza wielu
zwiazkow 0 wlasciwosciach antyoksydacyjnych, reguluje cis$nienie tgtnicze krwi
i zapobiega rozwojowi miazdzycy, dziala immunostymulujaco, Stymuluje prace
tarczycy, ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ jodu [1,2].

Mimo szeregu prozdrowotnych wilasciwosci, glon ten ma wiasciwosci kumulujace
pierwiastki, wtym metale cigzkie (As, Cd, Pb, Cr, Ni), dlatego tez moze shuzy¢ jako
bioindykator [3-5]. Duze iloéci arsenu W $rodowisku sa konsekwencjg erupcji wulka-
now, naturalnych proceséw erozyjnych gleb, jak rowniez dziatalno$ci antropogenicznej
obejmujacej spalanie paliw kopalnych, gornictwo, hutnictwo rud metali oraz stosowanie
herbicydow i pestycydow. Arsen moze powodowaé wiele negatywnych skutkow dla
organizmoéw. U o0s6b przewlekle narazonych na wysokie stezenia arsenu moga
wystepowaé powazne zmiany skorne, zaburzenia Sercowo-naczyniowe, moczowe,
nerwowe, hormonalne, atakze zwickszone ryzyko wystgpowania nowotworow m.in.
watroby, zapalenia ptuc [5]. Toksyczno$¢ arsenu dla organizmow silnie zalezy od formy
chemicznej, stopnia utlenienia oraz przede wszystkim od odpornosci danego organizmu
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i rozpuszczalno$ci w mediach biologicznych. Kancerogenne wiasciwoséci nieorganicz-
nych zwiazkow arsenu W stosunku do czlowieka zostalty udokumentowane
i zakwalifikowane przez Miedzynarodows Agencje¢ Badan nad Rakiem (IARC, ang.
International Agency for Resarch on Cancer) do Grupy 1 — czynnik rakotworczy dla
cztowieka. Uwaza sig, ze arsen trojwartosciowy jest bardziej szkodliwy niz pigciowarto-
sciowy, a formy nieorganiczne arsenu (kwas arsenowy(l1l) czy kwas arsenowy(V) sa
duzo bardziej toksyczne od prostych form organicznych takich jak kwas monometyloar-
senowy, kwas dimetyloarsenowy iich pochodne. Ztozone formy organiczne jak
arsenocholina czy arsenobetaina sg uwazane za nietoksyczne [6].

Obecnie na rynku coraz czesciej pojawiaja sie innowacyjne produkty nawozowe,
zawierajace dodatek ekstraktow alg, ktore poprawiajg jako$¢ plonu oraz stymuluja
naturalng odporno$¢ ro$lin [7]. Wprowadzanie do obrotu produktéw nawozowych
reguluje Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/1009 z dnia
5 czerwca 2019 r. ustanawiajace przepisy dotyczace udostepniania na rynku produktow
nawozowych UE, w ktérym okre$lono dopuszczalne zawarto$ci zanieczyszczen.
W przypadku nawozow organicznych, nawozoéw organiczno-mineralnych, polepszaczy
gleby, podtozy do upraw oraz biostymulatoréw limit dotyczy zawartosci As nieorga-
nicznego i wynosi 40 mg/kg s. m. [8]. Oznaczenie zawarto$ci arsenu nieorganicznego
wymaga stosowania technik sprzgzonych np. HPLC lub IC sprzezone z ICP-MS, ktore
nie sa wystarczajaco rozpowszechnione idostepne. Podstawowymi ograniczeniami
techniki ICP-OES sa interferencje spektralne i miedzypierwiastkowe majace istotny
wpltyw na sygnal emisji. W celu ich eliminacji zaleca si¢ stosowanie odpowiednich
sposobow korekcji, np. uzycie skandu jako wewngtrznego wzorca odniesienia.
Prowadzenie rutynowych oznaczen na poziomie $ladowym wymaga doboru szeregu
parametréw oraz ich optymalizacji (wlasciwego doboru uktadu wprowadzania probki do
palnika plazmowego, parametréw zrodta wzbudzenia, uktadu optycznego oraz wyboru
odpowiednich linii emisyjnych analizowanych pierwiastkow). W przypadku wykorzy-
stania techniki ICP-OES istotne jest wilasciwe przygotowanie probki obejmujgce
ekstrakcje i mineralizacje.

Cze$¢ eksperymentalna: Probki morszczynu pecherzykowatego oraz certyfikowanego
materiatu odniesienia 0 zblizonej matrycy BCR 279 (Satata Morska) roztworzono
z wykorzystaniem energii mikrofalowej w zamknigtym systemie mikrofalowym MARS
5 firmy CEM w celu oznaczenia zawarto$ci calkowitej arsenu. Odwazono okoto 0,5 g
probki, dodano 9 mL 65% kwasu azotowego Suprapur® (Supelco) oraz 3 mL 30%
kwasu chlorowodorowego Suprapur® (Supelco), tak, aby temperatura narastata do 190°
C i byta utrzymywana przez 10 minut przy ci$nieniu maksymalnym 19,6 bar. Minerali-
zaty przeniesiono ilosciowo do kolb o0 pojemno$ci 50 ml. Zawartos¢ AS
w mineralizatach w/w morszczynu oznaczono technika ICP-OES z zastosowaniem
spektrometru ICP-OES Varian 720-ES z poziomym uloZeniem plazmy argonowe;j,
wyposazonym W rozpylacz Conikal® Glass Expansion®, komor¢ cyklonowa szklang
Agilent®, palnik kwarcowy jednoczesciowy (Tabela 1). Roztwory wzorcowe do
wykonywania krzywych kalibracyjnych sporzadzono przez rozcieficzanie handlowego
roztworu wzorcowego firmy Inorganic Ventures o stgzeniu 100 mg/l. Stgzenia
roztworéw wzorcowych do kalibracji obejmowaty nastgpujace zakresy robocze dla As
(0,125 - 10 mg/L). Korekcje interferencji migdzypierwiastkowych przeprowadzono
z uzyciem skandu jako wewngtrznego wzorca odniesienia.
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Tabela 1. Podstawowe parametry pracy jednoczesnych spektrometréow ICP-OES firmy Varian model 720-ES.

Parametr Wartos¢
dhugos¢ linii analitycznej As [nm] 188, 980
moc plazmy argonowej [kW] 1,20
przeplyw gtowny Ar [dm*/min] 15,0
przeplyw pomocniczy Ar [dm*/min] 1,50
przeplyw Ar rozpylacza [dm®min] 0,75
liczba powtorzen 4
czas integracji [s] 15
obroty pompy perystaltycznej [rpm] 12

Dodatkowo przeprowadzono ekstrakcje w/w probek: woda dejonizowang, 0,07 M
kwasem HCI oraz 1 M HCI. W tym celu do szklanych kolbek stozkowych pojemnosci
100 ml odwazono ok. 1 g probek morszczynu oraz BCR 279, nastepnie dodano 50 ml
roztworu ekstrahujacego, W temp. 37° C mieszano W wytrzasarce Z termostatowang
taznig wodng firmy Elpin przez 1 h, nastepnie odwirowano w wirowce firmy Eppendorf
przez 10 min/ 7000 obrotow, dodatkowo przefiltrowano za pomoca filtru strzykawko-
wego odpornego na HCI o wielko$ci porow 0,45um i $rednicy 30 mm. Zawarto$¢ As
w ekstraktach morszczynu oznaczono technikg ICP-OES z zastosowaniem spektrometru
ICP-OES Varian 720-ES, wyposazonym W rozpylacz Conikal® Glass Expansion®,
komorg cyklonowa szklang Agilent®, palnik kwarcowy jednocze$ciowy.

Wyniki: Uzyskano znaczne zrdznicowanie zawartosci As oznaczonego technika ICP-
OES w wybranych probkach morszczynu dostepnych w handlu oraz w certyfikowanym
materiale odniesienia BCR 279 w zaleznosci od sposobu przygotowania probki do badan
(Tabela 2). Odzysk arsenu po ekstrakcji woda dejonizowana, 0,07 M HCI, 1 M HCI oraz
mineralizacji mikrofalowej w odwroconej wodzie krolewskiej w stosunku do zawartosci
certyfikowanej wynosit odpowiednio 52,0; 69,3; 73,5 %. Uzyskane wyniki dla
certyfikowanego materialu odniesienia BCR 279 przedstawia rys.1. Deklarowana
warto§¢ arsenu catkowitego W satacie morskiej BCR 279 wynosi 3,09+0,21 mg/kg.
Uzyskano zadowalajgce rezultaty w odniesieniu do powtarzalnosci i odtwarzalnosci
badania As catkowitego oraz As nicorganicznego W PN-EN 15517:2009 w BCR 279.
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Rys.1. Poréwnanie odzysku As w BCR 279 wg réznych sposoboéw przygotowania probki.

Tabela 2. Porownanie wynikow oznaczen As W wybranych probkach morszezynu pecherzykowatego
przygotowanych réznymi sposobami oraz W BCR 279 oznaczonymi technikg ICP-OES.

. Ekstrakcja Mineralizacja
. Ekstrakcja ., .
i Ekstrakcja ., rozcienczonym mikrofalowa
Rodzaj probki wodna rozcienczonym kwasem W svstemie
kwasem 0,07 M HCI Yot

1 MHCI zamknigtym
Probka nr 1 [mg/kg] 51,7 52,4 55,3 56,0
Probka nr 2 [mg/kg] 26,2 27,9 28,5 44,5
Probka nr 3 [mg/kg] 48,9 51,5 58,4 61,1
BCR 279 [mg/kg] 1,61 1,96 2,27 3,02

Whioski: Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wstgpne rezultaty
oznaczania As nieorganicznego w morszczynie W odniesieniu do BCR 279 technika
ICP-OES sa obiecujace. Ekstrakcja rozcienczonym HCI probek morszezynu moze
stanowi¢ selektywng metodg przygotowania probki do oznaczania arsenu nieorganiczne-
go. Kluczowym etapem badan jest wlasciwy sposob przygotowania probki, metodyka
wymaga wigc optymalizacji i doboru wiasciwych stezen czy rozcieficzen roztworow
ekstrakcyjnych. ICP-OES moze by¢ dobrym narzedziem do efektywnej i szybkiej
kontroli jakosci As nieorganicznego.
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OCENA POSTEPU DEGRADACJI ENZYMATYCZNEJ FOLII NA
BAZIE SKROBI TERMOPLASTYCZNEJ Z POLILAKTYDEM
PRZY UZYCIU METOD SPEKTROSKOPOWYCH ORAZ
CHROMATOGRAFICZNYCH

J. OSTROWSKA!, A. IULIANO?, K. SOLTAN', 'Sie¢ Badawcza Eukasiewicz —
Instytut Nowych Syntez Chemicznych, Grupa Badawcza Tworzywa Biodegradowalne,
al. Tysigclecia Panstwa Polskiego 13a, 24-110 Pulawy, 2Politechnika Warszawska,
Wydziat Chemiczny, Katedra Chemii i Technologii Polimerow, ul. Noakowskiego 3,
00-664 Warszawa.

Abstrakt: Przeprowadzono badania degradacji enzymatycznej folii otrzymanych
na bazie kompozycji polimerowej skrobi termoplastycznej (TPS) z polilaktydem (PLA).
W tym celu zastosowano handlowa a-amylaze z Aspergillus oryzae. Do badan wybrano
folie, w ktorych zawarto§¢ TPS wzgledem PLA wynosi 50%, 60% oraz 70% wag.
Analizujac ubytek masy, zmiany w widmach w podczerwieni oraz mas¢ molowa
polimerow przed i po degradacji oceniono podatnos$¢ produktu na rozktad pod wptywem
dziatania uzytego enzymu.

Woprowadzenie: Degradacja polimerow pod wplywem mikroorganizméw moze
przebiega¢ W wyniku wykorzystywania materialu polimerowego jako zrédta pierwiast-
kow niezbgdnych do ich wzrostu, a takze na skutek aktywnosci enzymoéw lub innych
substancji  wydzielanych zewnatrzkomorkowo do $rodowiska. Enzymatyczna
i hydrolityczna degradacja skrobi jest tematem szeroko opisanym w literaturze.
W procesach tych wykorzystuje si¢ amylazy, czyli enzymy nalezace do grupy hydrolaz,
katalizujace rozktad czasteczki skrobi W obecnosci wody do dekstryn i mniejszych
sacharydow. Jednym z kryteriow ich podziatu jest miejsce dziatania. Wyrézni¢ mozna
endoamylazy rozktadajace skrobi¢ wewnatrz czasteczki oraz egzoamylazy prowadzace
do rozpadu wigzan glikozydowych od nieredukujacego konca tancucha polisacharydu.
Ze wzgledu na rodzaj hydrolizowanego wigzania amylazy dzielg si¢ na a-amylaze,
B-amylaze ivy-amylaze. Najszerzej stosowang spo$rod nich jest o-amylaza, ktora
naturalnie wystepuje u wszystkich organizméw zywych. Enzym ten hydrolizuje
wigzanie o-1,4-glikozydowe wewnatrz czasteczki skrobi prowadzac do powstania
glukozy, maltozy i maltotriozy [1,2]. W przemysle stosuje si¢ enzymy pochodzenia
mikrobiologicznego, do ktorych produkcji wykorzystuje si¢ bakterie, plesnie, czy
drozdze. Modyfikacja amylaz pozwala na wytworzenie biokatalizatorow o pozadanych
wiasciwosciach. Do degradacji skrobi w skali przemystowe]j stosowane sa bakteryjne
enzymy pozyskane np. Z Bacillus amyloliquafaciens i Bacillus licheniformis, a takze
a-amylazy, ktorych zrodtem sa ple$nie z rodzaju Aspergillus i Rhizopus [3-5].

Polimer moze by¢ wykorzystywany przez mikroorganizmy jako pozywka do wzrostu.
Nastepuje wowczas kolonizacja drobnoustrojéw na powierzchni tworzywa, co wplywa
na jego morfologie. Zmiany obserwowane sa W obrebie warstw powierzchniowych
materiatu. Przyczyng degradacji polimeru moze by¢ takze aktywno$¢ enzymatyczna
drobnoustrojow. Mikroorganizmy wykorzystuja polimer jako zroédto niezbgdnych dla
wzrostu pierwiastkow (wegiel, azot). Wydzielajg wowczas do $rodowiska enzymy i inne
metabolity, ktére wchodzac w interakcje z materiatem prowadza do jego rozktadu na
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drodze korozji mikrobiologicznej [6]. Degradacja polimeréw moze odbywaé si¢ na
skutek rozkladu enzymatycznego, badz hydrolitycznego. Ze wzgledu na to, ze
drobnoustroje nie majg zdolnoSci transportu przez btony komodrkowe zwiazkoéw
wielkoczgsteczkowych, prowadza do rozktadu polimeru za posrednictwem wydziela-
nych enzyméw zewnatrzkomorkowych. Proces ten odbywa si¢ glownie na powierzchni
tworzywa, dlatego jego masa molowa nie zmienia si¢, a postep degradacji mozna ocenié
na podstawie ubytku masy badanej probki. Rozktad hydrolityczny wiaze si¢ natomiast
z dziataniem czynnikdw wewnatrz czasteczki polimeru. Masa molowa tworzywa ulega
zmniejszeniu, a wlasciwosci mechaniczne pogarszaja si¢ [7].

Cze$é eksperymentalna: Badaniom degradacji enzymatycznej poddano folie otrzymane
metoda rozdmuchiwania z granulatbw polimerowych TPS/PLA o zawartosci TPS
w blendzie 50% wag., 60% wag. oraz 70% wag. Skrobi¢ termoplastyczna, a nastepnie
blendy TPS/PLA z wykorzystaniem handlowego polilaktydu (PLA Ingeo 2003D
NatureWorks) otrzymano w procesie wytlaczania, przy uzyciu wyttaczarki dwuslima-
kowej. Do plastyfikacji natywnej skrobi ziemniaczanej zastosowano gliceryng W ilosci
30% wag. Ocene degradacji enzymatycznej folii TPS/PLA podjeto stosujac nastepujace
metody analityczne: pomiar ubytku masy, pomiar pH, spektroskopi¢c UV-Vis i FTIR
oraz chromatografi¢ zelowa (GPC).

Z folii wycieto kwadraty 0 wymiarach 2 cm X 2 cm oznaczajac ich grubo$¢ oraz mase.
Do kolb stozkowych wprowadzono kolejno zadang ilo$¢ a-amylazy z Aspergillus
oryzae, probke folii oraz bufor octanowy opH 6 wraz zazydkiem sodu. Proces
degradacji prowadzono w inkubatorze Mammert typu INE 500 z wytrzasarka GFL 3005
lub Edmund Miihler GmbH TH 30, w temperaturze 37°C. W odstepach czasu pobierano
probki, z ktorych nastepnie usuwano roztwor enzymu, przemywano dwukrotnie woda
destylowang isSuszono Ww suszarce prozniowej W temperaturze pokojowej przez
48 godzin. Ostatecznie probki zwazono na wadze analitycznej i obliczono procentowy
ubytek masy korzystajac ze wzoru:

my —m
Amzw.loo%
mo

gdzie: mg — masa probki przed degradacja (g), m; — masa probki po degradacji (g).

Pomiar pH roztworu po degradacji mierzono w temperaturze pokojowej
za pomocg pH-metru SI Analytics Lab 855.

Analiza UV-Vis zostata przeprowadzona W celu okre$lenia ilosci cukrow redukujgcych
w roztworze po degradacji. Pomiary spektrofotometryczne wykonano z zastosowaniem
spektrofotometru UV-Vis Analytik Jena Specord 200 Plus, przy dtugos$ci fali A=540 nm.
Stezenie cukrow redukujacych odczytano z krzywej wzorcowej, przygotowanej
w warunkach oznaczania.

W badaniach strukturalnych probek przed i po degradacji uzyto spektrometr Nicolet iS5.
Pomiary przeprowadzono w temperaturze pokojowej z zastosowaniem techniki
odbiciowej ATR (diament). Wykonano 16 skanéw w zakresie spektralnym
400-4000 cm™, stosujac automatyczna korekcje tha (powietrze).

Pomiary zmian masy czgsteczkowej przeprowadzono w temperaturze 30 °C przy uzyciu
chromatografu zelowego Viscotek/Malvern Instrument. Stosowanym eluentem byt
dichlorometan. Wyniki wyznaczono na podstawie sygnatu z detektora refraktometrycz-
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nego oraz PDA przy odpowiedniej dtugosci fali w oparciu o kalibracj¢ Mp dla czasu
elucji waskich wzorcoéw polistyrenowych. Pomiarowi poddane zostaty jedynie sktadniki
rozpuszczalne w dichlorometanie, dla ktorych wielko$¢ czastek lub czasteczek nie
przekracza 200 nm.

Wyniki: W Tabeli 1 zestawiono warto$ci procentowego ubytku masy probek oraz
zawarto$¢ glukozy po uptywie okreslonego czasu od rozpoczecia degradacji tworzyw.
W przypadku folii TPS/PLA [50/50] pierwszy skok ubytku masy do wartosci okoto 15%
jest zwigzany z degradacja skrobi oraz wymywaniem plastyfikatora z folii. Ze wzrostem
udziatu TPS wblendzie ubytek masy wzrasta. Zwigkszona zawarto$¢ glukozy
w roztworze po degradacji $wiadczy 0 postgpujacej W czasie degradacji wymywanej
skrobi. Warto$¢ pH buforu po degradacji wynosi 6,0, za$ po dodaniu azydku sodu, ktory
ogranicza rozwoj mikroflory bakteryjnej wzrasta do 7,0. Dalszy wzrost pH w czasie
degradacji prawdopodobnie jest zwigzany z wymywaniem gliceryny.

Tabela 1. Wyniki analiz folii poddanych degradacji enzymatycznej.

Rodzaj folii Czas dﬁ%radacji DH [] Ubytitl;)anasy Zaxfzna;;tfj\f 1g(1)url1(1(l)zy ggllourlgglzg))/
24 7,14 +£0,05 15,56 + 0,44 4,6+0,3 9,7+1,0
T[Z%//I;IG]A 72 7,35+0,08 17,46 £ 0,73 5,0+0,6 8,4+2,0
168 740+0,11 19,91 £ 0,97 6,6 +0,4 16,6 +£3,0
24 7,15+0,01 22,06 £ 0,59 5,6+0,2 10,1 +£0,5
T[F‘;%//ZI(;]A 72 7,31+£0,03 23,31 +1,94 6,8 £0,1 14,0+ 04
168 7,44 £0,01 26,08 +0,78 8,3+£0,7 16,8+ 1,3
24 7,17 £0,09 34,95+2.24 10,0£0,5 19,3 +2,7
T[F;%//ZI(S]A 72 7,29 £ 0,02 40,54 + 3,29 16,723 239+33
168 7,44 £0,02 57,22 +5,74 52,7+23 41,7+64

W Tabeli 2 przedstawiono wyniki pomiarow masy czasteczkowej polilaktydu wchodza-
cego wsklad folii przed ipo degradacji. Srednia wagowa masa molowa (M,) po
procesie degradacji nieznacznie obniza sie, czego powodem moze by¢ tworzenie sig¢
oligomerow poli(kwasu mlekowego). Potwierdza to zwigkszenie warto$ci polidyspersyj-
nosci (DI) probek po degradacji.

Tabela 2. Wyniki analizy GPC probek przed i po degradacji enzymatycznej.

przed degradacja po degradacji
Rodzaj folii
M, [kg/mol] | My, [kg/mol] | DI [-] M, [kg/mol] | My, [kg/mol] | DI [-]
TPS/PLA [50/50] 53,6 140 2,61 52,0 135 2,60
TPS/PLA [60/40] 63,0 148 2,35 45,2 136 3,01
TPS/PLA [70/30] 67,5 148 2,19 50,8 130 2,56

Na rys.1 przedstawiono widma w podczerwieni (FTIR) folii TPS/PLA [50/50] przed i po
procesie degradacji.
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Rys.1. Widma FTIR folii TPS/PLA [50/50] przed i po procesie degradacji enzymatycznej.

W wyniku degradacji folii w widmie FTIR zanika pasmo absorpcji przy okoto 3270 cm™
oraz pasmo w formie dubletu 0 maksimum przy okoto 1019 cm™ i 998 cm™ charaktery-
styczne dla uplastycznionej struktury skrobi. Pasma absorpcji typowe dla poliestrow
przy 1754 cm™ oraz 1186 cm™ nie zmieniaja swojego potozenia.

Whioski: Ubytek masy folii polimerowej o zawartosci TPS réwnej 50% wag poddanej
procesowi degradacji enzymatycznej po 7 dniach wynosi okoto 20% i wzrasta
adekwatnie do zawarto$§ci TPS w probce. Prowadzenie procesu wymaga wymiany
enzymow, ktorych aktywno$¢ wyczerpuje sie po okoto 72 godz. Enzymy o-amylazy
zastosowane do degradacji skrobi w minimalnym stopniu wptywaja na zmiang masy
drugiego sktadnika blendy — polilaktydu.

Projekt pn. ,,Opracowanie technologii otrzymywania nowych biodegradowalnych materialow
polimerowych na bazie skrobi termoplastycznej przeznaczonych do wytwarzania folii”
(Nr LIDER/36/0198/L-10/18/ NCBR/2019) jest finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju
w ramach programu LIDER X
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WPLYW NADTLENKU DIKUMYLU NA ZMIANY
STRUKTURALNE BLENDY POLILAKTYDU
Z POLI(BURSZTYNIANEM BUTYLENU)

J. OSTROWSKA, P. TYNSKI, W. SADURSKI, M. PALUCH, Sie¢ Badawcza
Lukasiewicz — Instytut Nowych Syntez Chemicznych, Grupa Badawcza Tworzywa
Biodegradowalne, al. Tysigclecia Panstwa Polskiego 13a, 24-110 Putawy.

Abstrakt: W procesie  wytlaczania otrzymano  blendy polilaktydu (PLA)
z poli(bursztynianem butylenu) (PBS) w obecnosci nadtlenku dikumylu (ND) jako
inicjatora polimeryzacji rodnikowej. Zmiany strukturalne polimeréw analizowano przy
uzyciu spektroskopii W podczerwieni. Stwierdzono obecnos¢ struktur rozgat¢zionych
w blendzie przy zastosowaniu inicjatora w ilosci co najmniej 0,05% wag.

Woprowadzenie: Polilaktyd oraz poli(bursztynian butylenu) nalezg do grupy biodegra-
dowalnych poliestrow 0 duzym potencjale aplikacyjnym w branzy opakowan. Polimery
te wykazuja odmienne wiasciwosci mechaniczne i termiczne (Tabela 1). Polilaktyd jest
polimerem kruchym o niskiej wartosci wydluzenia przy zerwaniu, natomiast PBS
charakteryzuje si¢ wysoka elastyczno$cia, ale znacznie nizsza wytrzymalo$ciag na
rozerwanie oraz temperaturg topnienia niz PLA [1].

Tabela 1. Porownanie wlasciwosci PLA i PBS [1].

PLA PBS

Temperatura zeszklenia [°C] 55-60 -32
Temperatura topnienia fazy krystalicznej [°C] 150-175 114
Temperatura odksztatcenia cieplnego [°C] 55 97

Modut elastycznosci [MPa] 3500-4150 550-700

Wytrzymatos$¢ na rozciaganie [MPa] 50-70 34
Wydluzenie wzgledne przy zerwaniu [%] 4-7 560
Biodegradacja w temp. 70 °C tak tak
Biodegradacja w temp. 30 °C nie tak

Aby zniwelowa¢ wady obydwu polimerow mozna je ze sobg lgczy¢ w blende
0 optymalnych  wlasciwosciach  odpowiadajacych  konkretnym  zastosowaniom.
Najprostsza formg tworzenia blendy polimerowej jest fizyczne zmieszanie polimerow
W stanie stopionym, przy czym wlasciwosci tak otrzymanych mieszanek w duzym
stopniu zalezg od stopnia mieszalnos$ci substratoéw. Dotychczasowe badania wskazuja, ze
dodanie PBS-u do PLA w procesie wytlaczania korzystnie wptywa na wihasciwosci
termiczne i mechaniczne polilaktydu, auzyskane blendy szybciej biodegraduja [2].
Stopien mieszalnosci obydwu polimerow nie jest do konca wyjasniony. Park oraz Im [3]
analizowali mieszalnoé¢, morfologi¢ i zachowanie fazowe stopionej mieszaniny PLA
i PBS metodg DSC oraz obserwujac zdjecia z mikroskopu optycznego, wyznaczajac
przy tym wspoétczynnik Flory’ego-Hugginsa (X=-0,15). Ujemna warto$¢ parametru X
wskazuje, ze polimery sa mieszalne, chociaz autorzy stwierdzili, ze gdy zawarto§¢ PBS
w blendzie PBS/PLA wynosi ponad 40% wag nastgpuje wyrazna separacja faz
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inicjowana krystalizacja. Hipotez¢ czgs$ciowej mieszalnosci obydwu polimerow
potwierdzity w badaniach zespoty Bhatia [4] oraz Hassana [5] okre$lajac, ze uktad
wykazuje kompatybilno$¢, gdy zawartos§¢ PBS w blendzie PBS/PLA nie przekracza 10-
20%. Z badan przeprowadzonych przez Yokohara i Yamaguchi [6] wynika, ze PBS
i PLA s3 niemieszalne niezaleznie od stosunku wagowego, przy czym polimery
w blendzie oddziatujg na siebie, co wptywa na zmiang ich temperatur przej$¢ fazowych.
Dodatkowo Deng i Thomas [7] okreslili, ze gdy w kompozycjach jest zawarte 10-40%
wag PBS to tworzy on ciagla fazg, w ktorej jest zdyspergowany polilaktyd. Taka
struktura blendy korzystnie wptywa na poprawe jej wydtuzenia przy zerwaniu.

A zatem sterujac zawarto$cig danego polimeru mozna doprowadzi¢ do czgSciowej
homogenizacji uktadu i uzyskania lepszych wlasciwosci mechanicznych w poréowna-
niu do czystych polimeréw. Bez watpienia najlepsze rezultaty mozna osiagnac poprzez
kompatybilizacj¢ obydwu skladnikéw blendy przy uzyciu czynnika wigzacego je
trwale chemicznie, tak aby nie nast¢powata separacja faz. Jednym ze sposéb jest
wprowadzenie inicjatora polimeryzacji rodnikowej w procesie wyttaczania polimerow.
Moze wowczas dochodzi¢ do reakcji polimeryzacji iSzczepienia zestawionych na
rys.l. Tego typu blendy wykazuja poprawg¢ wiasciwosci mechanicznych oraz
zwigkszong krystalicznos¢ [8].

AT )
R-0-O-R —— 2R-O

Rys.1. Mozliwe struktury usieciowane otrzymywane podczas reakcji blendy PLA/PBS z nadtlenkiem
dikumylu [8].

W niniejszym opracowaniu poddano analizie spektroskopowej blendy PLA/PBS
otrzymane w wyniku wytlaczania z nadtlenkiem dikumylu. Dobrano optymalng ilo§¢
inicjatora polimeryzacji, tak aby mozna bylo otrzymaé tworzywo W cigglym procesie
ekstruzji. Dla poréwnania przeprowadzono wytlaczanie polilaktydu zawierajacego 1% wag
inicjatora oraz wytlaczanie blend bez udziatu nadtlenku. Otrzymane produkty poddano
charakterystyce spektroskopowej analizujgc zmiany strukturalne w widmach IR.

Czes¢  eksperymentalna: Blende PLA/PBS [50% wag./50% wag.] otrzymano
w procesie wytlaczania przy uzyciu wytlaczarki dwusdlimakowej wspotbieznej
0 L/D=48. W tym celu granulaty PLA 2003D (Nature Works) oraz PBS 1001 MD
(Showa Denko) zmielono za pomocg miyna tngcego, a nastgpnie suszono W suszarce
szufladowej przez 8 godz. W temperaturze 60 °C. Tak przygotowane poliestry
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zmieszano rownowagowo za pomocg mieszalnika wysokoobrotowego, dodajac
odpowiednig ilo$¢ nadtlenku dikumylu przed rozpoczgciem przetworstwa. Reaktywne
wytlaczanie prowadzono w zakresie temperatur 150-185 °C, przy obrotach $limakow
wyttaczarki 120 obr/min. Otrzymane nitki termoplastycznego tworzywa chtodzono
powietrzem na taSmociggu.

Analize struktury polimeréw PLA, PBS oraz blend z ich udzialem przeprowadzono przy
uzyciu spektrofotometru Nicolet iS10 (Thermo Scientific, USA). Pomiary wykonywano
stosujac przystawke ATR. Widma w podczerwieni (FTIR) zapisywano w zakresie liczb
falowych 4000+400 cm™, po wykonaniu 32 skanow i przy rezolucji 4 cm™,

Wyniki: Na rys.2 przedstawiono poroéwnanie widm FTIR blendy PLA/PBS [50/50]
wytlaczanych w obecnosci nadtlenku dikumylu (ND), badz bez jego obecnosci.

—— PBS/PLA [50/50] + 0,05% ND
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Rys.2. Widma FTIR blendy PLA/PBS (50/50) sieciowanej nadtlenkiem dikumylu oraz bez udziatu inicjatora
polimeryzacji.

Pasma absorpcji blendy PLA/PBS [50/50] nakladaja si¢ z pasmami absorpcji czystych
polimeréw PLA i PBS lub sa wzglgdem nich nieznacznie przesunigte. Dodatek inicjatora
W procesie wytlaczania powoduje zmiany w strukturze polimeréw skutkujgce tworze-
niem struktur usieciowanych. W widmie PBS/PLA [50/50] z udzialem nadtlenku
dikumylu pasmo absorpcji grupy karbonylowej charakterystyczne dla PBS-u jest
podzielone na wyrazny dublet, ktérego maksima wynosza odpowiednio 1716 cm™ oraz
1721 cm™. Tego typu zalezno$¢ jest obserwowano W blendach bez udzialu ND dla
uktadow czgéciowo mieszalnycho zawartosci PBS-u rzedu 30% wag i40% wag.
Identyfikuje si¢ je ze zmianami strukturalnymi oraz zmiang stopnia krystaliczno$ci
poliestru PBS. Wedtug Xia [9] przesunigcie pasma absorpcji drgan rozciggajacych grupe
C=0 do wartosci 1716 cm™ nastepuje na skutek procesu sieciowania.

Rysunek 3 przedstawia zmiany w widmie FTIR jakie zachodza w strukturze czystego
polilaktydu w wyniku wttaczania w obecnosci inicjatora polimeryzacji.

193



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

—— PLA+ 1% ND
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Rys.3. Poréwnanie widm w podczerwieni PLA przed i po sieciowaniu nadtlenkiem dikumylu (1% wag).

W widmie probki otrzymanej W procesie wytlaczania polilaktydu z 1%-owym udzialem
nadtlenku wystepuja nowe pasma absorpcji W zakresie drgan grupy CHgz, co $wiadczy
0 powstawaniu wigzan C-C pomigdzy atomami wegla zwigzanymi z grupa metylowa.
W zakresie drgan rozciggajacych wigzania C-H w grupie CH; w probce z udziatem
inicjatora zmniejsza si¢ intensywnos¢ pasma przy 2880 cm™, jednoczeénie pojawiaja sie
dwa nowe pasma absorpcji przy liczbach falowych 2920 cm™ (drgania rozciagajace
grupe CHj - asymetryczne) oraz 2851 cm™ (drgania rozciagajace grupe CH; — syme-
tryczne). Analogiczne zmiany w widmie polilaktydu obserwowal Katiyar wraz
z zespotem [10].

Whioski: Dodatek inicjatora polimeryzacji rodnikowej podczas procesu wytlaczania
powoduje tworzenie struktur usieciowanych pomigdzy biodegradowalnymi poliestrami.
W widmach FTIR obserwuje si¢ wowczas nowe pasma absorpcji w zakresie drgan
rozciagajacych grupy karbonylowej C=O, badz wigzan C-H w zaleznosci od tego,
z ktorym polimerem reakcja jest bardziej uprzywilejowana.
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PRZYKLADY ZASTOSOWANIA SPEKTROMETRII MAS DO
IDENTYFIKACJI FARMACEUTYKOW | PRODUKTOW ICH
PRZEMIAN W PROBKACH SRODOWISKOWYCH

M.A. KACZOROWSKA, Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich,
Wydzial Technologii i Inzynierii Chemicznej, Zaktad Chemii Ogolnej i Nieorganicznej,
ul. Seminaryjna 3, 85-326 Bydgoszcz.

Abstrakt: Systematyczny wzrost zuzycia aktywnych biologicznie substancji chemicz-
nych zaliczanych do grupy farmaceutykdéw przyczynia si¢ do zwigkszenia ilosci,
zaréwno tych zwigzkéw chemicznych, jak i produktow ich transformacji w srodowisku
naturalnym. Ze wzglgdu na potencjalne zagrozenie, jakie mogg stanowic te substancje
dla ekosystemow wodnych iladowych, ich identyfikacja i oznaczenie ilo$ciowe jest
obecnie jednym z priorytetowych zadan monitoringu srodowiska. W pracy przedstawio-
no przyklady zastosowania wybranych metod opartych na wykorzystaniu wysokoroz-
dzielczej spektrometrii mas do identyfikacji niesteroidowych lekoéw przeciwzapalnych
i antybiotykow oraz produktow ich degradacji w probkach srodowiskowych.

Whprowadzenie: Farmaceutyki stanowig duza grupe réznorodnych zwigzkoéw chemicz-
nych isa szeroko wykorzystywane w medycynie, weterynarii, w rolnictwie czy do
konserwacji zywnosci [1]. Zwiazki te wystepuja obecnie zarowno w wodach powierzch-
niowych i gruntowych, jak i w glebach, ze wzgledu na systematyczny wzrost ich zuzycia
oraz nieefektywne usuwanie wigkszos$ci z nich ze Sciekdw. Stanowig one substancje
biologicznie aktywne, dlatego wprowadzone do $rodowiska naturalnego mogg stanowié
powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi iinnych organizméw zywych. Jednak, istotny
wpltyw na $rodowisko moga mieé rowniez zwigzki chemiczne powstajace W wyniku
przemian farmaceutykow (np. degradacji, utleniania) W okreslonych warunkach
srodowiska [2]. Podczas oceny wplywu danego farmaceutyku na $rodowisko istotne
znaczenie ma zrozumienie procesOw transportu i transformacji jakim moze on ulegac,
a wymaga to miedzy innymi zidentyfikowania samego farmaceutyku, jak i produktow
jego przemian w probkach srodowiskowych. Kluczowa role wtego typu badaniach,
prowadzonych w ostatnich latach, odgrywaja metody spektrometrii mas (MS), ktore
umozliwiaja jednoznaczna identyfikacj¢ zwiazkow chemicznych wystepujacych
W probkach, w bardzo matych ilosciach. Ze wzgledu na ztozono$¢ probek srodowisko-
wych, zazwyczaj metody MS stosuje sie W polaczeniu z technikami separacyjnymi
(ekstrakcyjnymi i chromatograficznymi) [3]. W niniejszym opracowaniu przedstawiono
przyktady zastosowania metod opartych na wykorzystaniu MS do identyfikacji
farmaceutykow (i produktow ich przemian), takich jak, niesteroidowe leki przeciwza-
palne i przeciwbdlowe (NLPZ) oraz antybiotyki.

Zastosowanie spektrometrii mas do identyfikacji wybranych NLPZ i produktéw ich
transformacji

Ibuprofen, diklofenak i naproksen naleza do grupy przeciwbolowych niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych szeroko wykorzystywanych na catym swiecie i w konsekwencji
wystepujacych W niskich stgzeniach zar6wno W wodach powierzchniowych, jak
i gruntowych. Wiadomo, ze zwigzki te wprowadzone do $rodowiska stanowig zagroze-
nie dla organizméw wodnych, dlatego prowadzi si¢ intensywnie badania dotyczace
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przygotowania procedur pozwalajacych na ich szybka identyfikacje i opracowania
metod stuzacych do usuwania tych substancji z wody. Na przyktad Gomez-Canela
i wspotpracownicy [4] wykazali, ze mozna zidentyfikowa¢ ponad 70 r6znych farmaceu-
tykow, w tym ibuprofen i diklofenak w probkach Sciekow stosujac techniki tgczone, tj.
ekstrakcje do fazy statej (SPE), anastepnie kombinacj¢ chromatografii cieczowej
i tandemowej spektrometrii mas (MS/MS), wykorzystujac potrdjny kwadrupolowy
spektrometr masowy. Stwierdzili, ze wlasciwa optymalizacja warunkoéw prowadzenia
analiz pozwala na jednoznaczng identyfikacj¢ farmaceutykéw i produktow ich przemian,
a LC-MS/MS charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cia i selektywnosécig. Christensen
i wspotpracownicy [5] wykorzystali ekstrakcje SPE, dyspersyjna mikroekstrakcje ciecz-
ciecz zchromatografia gazowa i spektrometria mas (SPE-DLLME-GC-MS) do
identyfikacji w probkach wod gruntowych ibuprofenu, ktorego obecno$¢ moze byc
traktowana jako wskaznik antropogenicznego wykorzystania wod. Metody GC-MS, LC-
MS i LC-MS/MS byly réwniez z powodzeniem stosowane do identyfikacji naproksenu
i diclofenaku oraz produktow ich transformacji w réznych probkach $rodowiskowych
[6,7]. Sposréd metod mogacych potencjalnie stuzy¢é do usuwania farmaceutykow ze
srodowiska szczegodlnie duzym zainteresowaniem ciesza si¢ metody oparte na zaawan-
sowanych procesach utleniania, np. procesach fotokatalizy, ktére umozliwiaja transfor-
macje bioaktywnych czasteczek farmaceutykéw w nietoksyczng mieszaning produktow
ubocznych [8]. Jednak, aby mozna bylo bezpiecznie stosowaé takie metody na szersza
skale, konieczne jest zidentyfikowanie wszystkich produktéw zastosowanego procesu
i okreslenie ich wlasciwosci, W tym toksycznos$ci. Na przyktad, Aziz i wspotpracownicy
[9] stosujac kombinacjg GC-MS oraz chromatografi¢ jonowa zidentyfikowali szereg
produktow fotokatalitycznego utlenienia ibuprofenu i diclofenaku w reaktorze
fotokatalitycznym ina podstawie uzyskanych wynikow zaproponowali $ciezki
degradacji tych zwigzkdéw w roztworach wodnych. Wykazali, ze tylko czes¢ ibuprofenu
i diklofenaku ulegta degradacji, a gtownymi produktami byty krétkotancuchowe kwasy
karboksylowe, takie jak mrowkowy, octowy, szczawiowy, malonowy i bursztynowy.
Jimanez-Salcedo i wspotpracownicy [10] zidentyfikowali produkty fotokatalitycznej
degradacji naproksenu (stosujac g-CsN, jako fotokatalizator) w probkach wody, wtym
substancje rakotworcze, stosujac chromatografie cieczows z tandemowsa spektrometria
mas (UPLC-QToF-MS/MS). Poniewaz przebieg procesow degradacji NLPZ
w srodowisku zalezy od wielu czynnikow (np. od pH, obecnosci mineraldw), dlatego
analizujgc mechanizmy tych proceséw nalezy uwzgledni¢ rézne warunki. Ellepola
i wspolpracownicy [11] stosujagc LC-MS wykazali, Ze mineralogia odgrywa istotng role
w $rodowiskowej przemianie diklofenaku, gdyz np. obecno$¢ kaolinitu wptywa na
podwojenie szybkosci degradacji zwigzku, aanatazu na zmniejszenie efektywnosci
procesu, a niektore zwigzki powstajace w procesie fotodegradacji moga by¢ bardziej
cytotoksyczne niz macierzysty diklofenak.

Identyfikacja antybiotykéw i produktow ich degradacji za pomocg MS Zastosowanie
zaawansowanych metod wysokorozdzielczej tandemowej spektrometrii  mas
W polaczeniu z technikami chromatograficznymi umozliwia jednoznaczng identyfikacje
wielu antybiotykow, ich metabolitow oraz produktow transformacji W probkach
srodowiskowych. Holton i Kasprzyk-Hordern [12] dzieki wykorzystaniu techniki
taczonej, tj. UPLC itandemowej spektrometrii mas oraz trybu monitorowania reakcji
wielokrotnych/nastepczych (MRM) zidentyfikowaty 58 roznych antybiotykow
i 25 metabolitow w probkach ciektych i statych, po uprzednim zastosowaniu szeregu
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technik ekstrakcji. Wyniki tych badan sg istotne, poniewaz opracowanie metod
analitycznych umozliwiajacych ilo§ciowe oznaczenie antybiotykow i odpowiadajacych
im produktow transformacji w $ciekach i w probkach srodowiskowych moze przyczynié
si¢ do lepszego zrozumienia zagrozen, jakie niesie stosowanie tych substancji na szeroka
skale i w konsekwencji ich wprowadzanie do $rodowiska, zarowno W kontekscie ich
toksycznosci, jak i opornosci mikroorganizméw na antybiotyki. Vazquez
i wspotpracownicy [13] wykazali, ze kombinacja ekstrakcji do fazy statej i UHPLC-
QToF-MS/MS umozliwia jednoczesng identyfikacje antybiotykow zaliczanych do
14 roznych grup (np. makrolidow, cefalosporyn, sulfonamidéw, itd.), zaréwno
w modelowych roztworach wodnych, jak i w probkach wody rzecznej i w $ciekach
pochodzacych ze szpitali. Ponadto, zastosowali z powodzeniem opracowang metode do
zidentyfikowania gtdéwnych produktow fotodegradacji analizowanych antybiotykow, co
jest rowniez waznym osiggni¢ciem, poniewaz uzyskane wyniki pozwalaja na okre$lenie,
czy fotodegradacja jest wystarczajaco efektywna, aby mogta by¢ stosowana do usuwania
réznych klas antybiotykow, np. Ze $ciekow. Ze wzgledu na potencjalny, negatywny
wplyw antybiotykow na $rodowisko glebowe opracowano roéwniez metody oparte na
MS, umozliwiajgce oznaczenie zawartosci tych substancji w probkach gleby, np.
kombinacja metod SPE-UHPLC-MS/MS zostala wykorzystana do oznaczenia
30 popularnych antybiotykéw (np.  klarytromycyny, tetracykliny, penicylin, itd.)
w probkach gleby [14], a ekstrakcja rozpuszczalnikowa i UHPLC-MS/MS do oznacze-
nia 21 réznych antybiotykéw w probkach gleby rolnej [15]. Metody te pozwalaja nie
tylko na okreslenie wielkosci skazenia s$rodowiska glebowego antybiotykami, ale
réwniez na zdobycie informacji na temat jakosci gleby ioceny ryzyka jej rolniczego
wykorzystania. Wyniki zastosowania metod opartych na spektrometrii mas dostarczaja
rowniez pewnych wskazowek, odnos$nie pochodzenia antybiotykéw w glebach, np. Shi
i wspotpracownicy [16] po zastosowaniu UHPLC-MS/MS (po procesie ekstrakcji) do
oznaczenia 58 antybiotykow W roznych probkach gleb wykazali, ze stosunkowo wysokie
stezenia niektorych z nich wystgpuja w glebach nawozonych obornikiem. Metody oparte
na kombinacji technik separacyjnych (np. ekstrakcji rozpuszczalnikowej, SPE) i LC-
MS/MS sg bardzo dobrym narz¢dziem do identyfikacji produktow przemiany réznych
antybiotykow w probkach gleby. Wykazano, ze mozna je wykorzysta¢, na przyktad, do
oznaczenia produktow przemiany erytromycyny [17], czy ciprofloksacyny [18]. Zhong
i wspotpracownicy [19] zastosowali UPLC-QTOF-MS do identyfikacji tetracykliny,
chlorotetracykliny, oksytetracykliny i doksycykliny iproduktoéw ich przemiany
hydrolitycznej w réznych warunkach s$rodowiskowych oraz W oczyszczalni $ciekow
i wykazali, ze czg¢§¢ produktow (16 zwiazkoéw chemicznych) charakteryzowato si¢
wyzsza toksyczno$cia od substancji macierzystych, co potwierdza konieczno$é
monitorowania $rodowiska réwniez W odniesieniu do produktéow transformac;ji
antybiotykow. Techniki oparte na wykorzystaniu metod MS i MS/MS pelnig rowniez
istotng role w ocenie pracy niekonwencjonalnych oczyszczalni §ciekow opartych na
wykorzystaniu roélin, ich zastosowanie pozwala okresli¢ stopien redukcji zanieczysz-
czenia antybiotykami wody i gleby po przeprowadzonym procesie oczyszczania [20].
Metody wysokorozdzielczej spektrometrii mas stosowane zardwno samodzielnie, jak
i W polaczeniu z technikami separacyjnymi sa obecnie jednym z podstawowych narze¢dzi
wykorzystywanych do identyfikacji réoznych substancji zaliczanych do zanieczyszczen
z grupy ,.emerging contaminants”, do ktorej zalicza si¢ rowniez farmaceutyki, takie jak
NLPZ, antybiotyki i produkty ich transformacji [21].
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Whioski: Zastosowanie metod spektrometrii mas i tandemowej spektrometrii mas,
charakteryzujacych si¢ duza doktadnoscia pomiaru masy (a doktadniej stosunku masy do
tadunku jonow w fazie gazowej) iczuloscia, W polaczeniu zréznymi technikami
separacyjnymi umozliwia jednoznaczng identyfikacj¢, zarowno farmaceutykow, jak
i produktow ich transformacji W réznych probkach $rodowiskowych. Uzyskane wyniki
dostarczajg szerszych informacji, np. na temat jakosci wod i gleb oraz w konsekwencji
mozliwos$ci ich wykorzystania, oceny efektywnosci pracy oczyszczalni §ciekow, czy
oceny potencjalnego negatywnego wptywu na srodowisko réznych metod przeznaczo-
nych do degradacji/usuwania farmaceutykow.
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BADANIE SPECJACJI METALI I METALOIDOW ZA POMOCA
WYBRANYCH METOD SPEKTROSKOPOWYCH —
MINI PRZEGLAD

M.A. KACZOROWSKA, Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich,
Wydziat Technologii i Inzynierii Chemicznej, Zaktad Chemii Ogdlnej i Nieorganicznej,
ul. Seminaryjna 3, 85-326 Bydgoszcz.

Abstrakt: Analiza specjacyjna metali i metaloidow odgrywa istotng role w wielu
badaniach, np. dotyczacych toksycznosci pierwiastkow i ich wptywu na Srodowisko
przyrodnicze, w tym na jako$¢ wod, gleby i powietrza atmosferycznego oraz w kontroli
jakosci zywnosci. Podstawowymi narzedziami umozliwiajagcymi analiz¢ specjacyjng sg
techniki taczone, stanowigce kombinacje roznych metod separacyjnych i spektroskopo-
wych, takich jak atomowa spektrometria absorpcyjna (AAS) i spektrometria mas
sprzezona z plazmg wzbudzang indukcyjnie (ICP-MS). W pracy przedstawiono wybrane
przyktady zastosowania nowych metod opartych na AAS lub ICP-MS do analizy
specjacji metali i metaloidow w probkach srodowiskowych i w zywnosci.

Whprowadzenie: Wplyw metali cigzkich obecnych w wodzie, czy w glebie na
organizmy zywe zalezy od wielu czynnikéw, migdzy innymi od rodzaju metalu i jego
ilosci oraz od specjacji, czyli formy wystepowania. Metale w $rodowisku moga
wystepowacé na roéznych stopniach utlenienia, zazwyczaj w postaci ré6znego rodzaju
kompleksow z ligandami organicznymi i nieorganicznymi lub w postaci jonéw metali.
Toksyczno$¢ i eko-toksyczno$¢é metali jest $ciSle zwigzana z ich specjacjg, ktora ma
wplyw na mobilno$¢ i biodostepno$é [1]. Przyktadem metalu, ktérego toksycznosé
uzalezniona jest od stopnia utlenienia jest chrom, ktoérego stabilnymi i rozpowszechnio-
nymi formami w roztworach wodnych i srodowisku glebowym sg jony Cr(I11) i Cr(\V1).
Jony chromu(Ill) sa uwazane za znacznie mniej niebezpieczne niz jony chromu (VI),
ktore charakteryzuja si¢ wysoka toksyczno$cig dla organizméw roslinnych i zwierzg-
cych, a ponadto wykazuja dzialanie rakotworcze i mutagenne w stosunku do Iudzi [2, 3].
Wykazano, jednak, ze jony Cr(Ill) stanowig rdéwniez potencjalne zagrozenie dla
srodowiska, poniewaz w okreslonych warunkach, w wodach gruntowych i w glebie
moga stosunkowo fatwo ulega¢ utlenieniu prowadzacemu do powstania toksycznych
jondéw Cr(VI) [4]. Na forme chemiczng, w jakiej wystepuja metale i metaloidy wptywaja
rozne, czgsto ztozone procesy zachodzace w srodowisku. Na przyktad, procesy glebowe
znaczaco wplywaja na specjacje metali, a w konsekwencji na ich aktywno$¢ bioche-
miczng i geochemicznag [5, 6]. Formy wystgpowania metali i metaloidow sa istotne
w odniesieniu do procesoéw transferu tych sktadnikow, zaréwno z gleby do korzeni
ro$lin, jak i z wody do alg i innych organizméw wodnych i majg wptyw na sktad i jakos§¢
zywnosci wytwarzanej z tych surowcow, a co za tym idzie na zdrowie konsumentow [7].
Analiza specjacji metali i metaloidow jest istotna nie tylko w kontekscie potencjalnych
zagrozen dla zdrowia cztowieka, w odniesieniu do zanieczyszczenia wody, gleby
i zywnosci, ale rOwniez powietrza atmosferycznego, w ktorym metale i metaloidy moga
wystepowacé w roznych formach, jako sktadniki czastek statych [8]. W ostatnich latach,
analiza specjacyjna jest rOwniez wykorzystywana intensywnie w badaniach zwigzanych
z medycynag [9, 10].
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Ze wzgledu na to, ze specjacje jonow metali i metaloidow analizuje si¢ glownie
W zlozonych matrycach, jakimi sg probki wody/sciekow, gleby, czy materiatu biologicz-
nego, zazwyczaj w badaniach stosuje si¢ kombinacj¢ réznych metod separacyjnych
i spektroskopowych [11]. W niniejszym artykule przedstawiono wybrane przyktady
nowych metod, wykorzystanych w ciagu ostatnich lat, do badania specjacji metali
i metaloidow w rdéznych rodzajach probek, oparte na zastosowaniu atomowej spektrome-
trii absorpcyjnej (AAS) i spektrometrii mas sprz¢zonej z plazmg wzbudzang indukcyjnie
(ICP-MS).

Badanie specjacji za pomocg technik atomowej spektrometrii absorpcyjnej: Techniki
atomowej spektrometrii absorpcyjnej sa szeroko stosowane do oznaczania zawarto$ci
metali i metaloidow oraz badania ich specjacji w réznych rodzajach probek, przede
wszystkim ze wzgledu na czulo$é, tatwos¢ uzycia, stosunkowo krotki czas analizy
i niskie koszty [12]. Zazwyczaj, przed wlasciwym oznaczeniem wykonanym za pomoca
AAS konieczne jest rozdzielenie mieszaniny zawierajacej roézne formy meta-
li/metaloidéw, za pomoca technik separacyjnych (chromatograficznych i ekstrakcyj-
nych). Badania dotyczace analizy specjacyjnej, prowadzone w ostatnich latach opieraty
si¢, miedzy innymi na wykorzystaniu kombinacji atomowej spektrometrii absorpcyjnej
z atomizacjg elektrotermiczng (ETAAS) z ekstrakcja za pomocg cieczy jonowych (IL)
oraz rozpuszczalnikéw gieboko eutektycznych (DES). Stosowanie IL i DES w procesach
mikro-ekstrakcji wpisuje si¢ w nurt tzw. ,,zielonej chemii”, ze wzglgdu na ograniczenie
zuzycia toksycznych rozpuszczalnikow. Na przyktad, Oviedo i wspotpracownicy [13]
opracowali metodg 0znaczania zwiazkow nieorganicznych As (l11) i As (V) w probkach
wody, gleby i osadow za pomoca ETAAS, oparta na zastosowaniu dwuetapowej
separacji przy uzyciu dwoch roznych magnetycznych cieczy jonowych (MIL)
w dyspersyjnej mikro-ekstrakcji ciecz-ciecz (LLME). W pierwszym etapie oddzielono
formy As (1Il) (chelatowanie ditiokarbaminianem pirolidyno amonu i ekstrakcja za
pomocg MIL-1 ([Pge6.14]3DYClg)), W drugim etapie pozostale w fazie wodnej formy
As (V) ekstrahowano za pomocg MIL-2 ([Pg g6 14]FECls). Uzyskane wyniki potwierdzity,
ze technika MIL-LLME-ETAAS umozliwia zbadanie specjacji i oznaczenie As
wystepujacego w probkach srodowiskowych na réznych stopniach utlenienia. Wykaza-
no, ze metoda ETAAS moze by¢ rowniez wykorzystywana w potaczeniu z mikro-
ekstrakcja prowadzong w réznych warunkach za pomoca réznych DES, np. do badania
specjacji chromu w probkach wody [14] oraz rtgci w wodzie i1 probkach biologicznych
[15]. Metody oparte na wykorzystaniu AAS i réznych metod mikro-ekstrakcji (np.
wspomaganej ultradzwigkami) przy uzyciu DES stosuje si¢ z powodzeniem do analizy
specjacji metali i metaloidow w probkach ciektych i statych, jednak poszczegdlne etapy
analizy moga si¢ rozni¢, w zalezno$ci od ztozono$ci badanej probki i wiasciwosci
zastosowanych DES [16, 17]. W analizie specjacyjnej metali wystepujgcych
w badanych probkach w niskich stgzeniach stosuje si¢ rowniez atomowa spektrometrie
absorpcyjng z piecem grafitowym (GFAAS). Graf i wspotpracownicy [18] opracowali
metode umozliwiajgcg separacje 1 oznaczenie miedzi nanoczasteczkowej (nanoczastek
tlenku miedzi CuONPs) i jonow miedzi w roztworach wodnych, oparta na wykorzysta-
niu GFAAS i wstgpnej separacji za pomoca ultrafiltracji, przy uzyciu membran
polieterosulfonowych poddanych dziataniu soli w celu ograniczenia retencji analitu.
Ze wzgledu na intensywny rozwoj nanotechnologii, mozliwo$¢ uwalniania do $rodowi-
ska nanomaterialtow wytworzonych na bazie metali i zwigzane z tym zagrozenia,
konieczne jest opracowanie wydajnych metod, ktore pozwalaja na okreslenie iloSci
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metali uwalnianych z nanomateriatow. GFAAS odgrywa w tych badaniach istotng role,
a technike tg zastosowano z powodzeniem rowniez w celu wykrycia form specjacyjnych
metali szlachetnych (nanoczastek i jonow) w roztworach wodnych, z wykorzystaniem
réznych technik ekstrakcyjnych [19, 20]. Obecnie dazy si¢ do opracowania metod
pozwalajacych na oznaczenie nanoczastek metali, o ré6znych rozmiarach, w probkach
o niewielkich obj¢tosciach (rzedu mililitrow), a jedng z nich jest kombinacja GFAAS
z ekstrakcja w punkcie zmetnienia [20].

Analiza specjacyjna za pomocq spektrometrii mas sprzezonej z plazmg wzbudzang
indukcyjnie: Potaczenie ICP-MS z réznymi technikami chromatograficznymi jest
jednym z podstawowych narzedzi analitycznych wykorzystywanych obecnie do badania
specjacji metali i pdtmetali w surowcach i produktach przemystu spozywczego.
Na przyktad, zastosowanie chromatografii jonowej (IC) z ICP-MS umozliwito zbadanie
specjacji arsenu w probkach tunczyka w oleju i w solance i stwierdzenie, ze mimo
znacznej zawartosci As, jego dominujacag forma byla nietoksyczna arsenobetaina, ktora
nie stanowi zagrozenia dla zdrowia konsumentow [21]. Wykorzystanie techniki tgczone;j
HPLC i ICP-MS pozwolito na okreslenie zawartosci szeregu metali i potmetali (As, Cd,
Ni, Hg, Pb, Se) w wodorostach, zbadanie ich biodostgpnosci oraz specjacji As
i wykazanie, ze doktadne mycie wodorostow znacznie zmniejsza st¢zenie i biodostep-
no$¢ pierwiastkow $ladowych, wptywajac na poprawe jakosci surowca [22]. ICP-MS
stosuje si¢ rowniez w kombinacji z r6znymi technikami do szerszej analizy specjacyjnej
w badaniach srodowiskowych. Na przyklad do badania specjacji zelaza wystepujacego
w pytach PM 2,5 pochodzacych z ré6znych srodowisk (miejskich, wiejskich, mieszanych)
[23], czy metali cigzkich wystepujacych w osadach rzecznych [24]. Obecnie, ICP-MS
odgrywa czesto kluczowa role w badaniach dotyczacych specjacji pierwiastkow
o0 krytycznym znaczeniu dla technologii (np. metali ziem rzadkich, galu, germanu, indu,
telluru, itp.), ktére sa wprowadzane do $rodowiska w niewielkich ilosciach, ale nie
wszystkie ich wlasciwosci (np. toksyczno$¢ zwigzana z przemianami roznych form)
zostaty dobrze poznane [25]. Kombinacje IC i ICP-MS wykorzystano na przyktad do
analizy specjacji telluru w probkach gleby pobranych z obszaru zwigzanego z przecho-
wywaniem, przetwarzaniem i odzyskiem elektroodpadow [26], a niezwykle czula,
zautomatyzowang metod¢ HG ICP-MS/MS, oparta na generowaniu wodorkow
i wykorzystaniu tandemowej spektrometrii mas, do oznaczania gtéwnych form telluru
(Te(1V), Te(VI)) w wodach rzecznych i morskich [27]. Analiza specjacyjna takich
pierwiastkow jest szczegdlnym wyzwaniem, ze wzgledu na ich niewielkie iloSci
w probkach $rodowiskowych (czesto rzgdu ng/L), dlatego zazwyczaj konieczne jest
wykorzystanie bardziej ztozonych metod i kilkuetapowego procesu separacji [27].

Whioski: Techniki tgczone, stanowigce kombinacje rdéznych metod separacyjnych
i AAS lub ICP-MS, charakteryzujace sie duzg czulo$cig sg intensywnie wykorzystywane
w analizie specjacyjnej metali i metaloidéw, zarowno w probkach srodowiskowych, jak
i w zywno$ci. Umozliwiaja one oznaczenie (jakosciowe i iloSciowe) tych samych
pierwiastkow wystgpujacych na rdéznych stopniach utlenienia i analize procesow
transformacji roznych form tego samego metalu/metaloidu, a w konsekwencji okreslenie
potencjalnego zagrozenia jakie stanowi on dla $rodowiska naturalnego i zdrowia
cztowieka. W ostatnich latach techniki te wykorzystywano z powodzeniem, mi¢dzy
innymi, do badan zwigzanych z mozliwosciami okreslenia ilo$ci metali uwalnianych
z nanomateriatow, czy do analizy specjacji pierwiastkoéw o krytycznym znaczeniu dla
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technologii. Kombinacja technik AAS i ICP-MS z mikro-ekstrakcjg oparta na wykorzy-
staniu DES i IL wpisuje si¢ w nurt tzw. ,,zielonej chemii”.
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ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII W PODCZERWIENI DO
ANALIZY WPLYWU TERMOOKSYDACJI NA ZMIANE
STRUKTURY BIO-SMAROW

J. DRABIK, B. KAZMIERCZAK, R. KOZDRACH, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz —
Instytut  Technologii  Eksploatacji, Centrum Biogospodarki i Ekoinnowacji,
ul. K. Putaskiego 6/10, 26-600 Radom.

Abstrakt: Przeanalizowano zmiang jako$ci bio-smarow, ktore poddano laboratoryjnym
testom, w warunkach jednoczesnego dziatania tlenu i temperatury (test Petrooxy). Do
oceny zachodzacych zmian w strukturze chemicznej badanych bio-smaréw zastosowano
spektroskopi¢ w podczerwieni. Wykonano widma IR roslinnych smaréw przed ipo
termooksydacji. Oceniono wplyw czynnikéw utleniajacych (tlen O, i temperatura 80 °C
i 120 °C) na postepujacy proces utleniania bio-smarow.

Woprowadzenie: Srodki smarowe stanowia nieodtaczny element systemu tribologiczne-
go, a gtownym ich zadaniem jest zapewnienie tagodniejszego przebiegu procesu tarcia,
odprowadzanie ciepta wytworzonego W wezle tarcia, a takze pelnienie funkcji ochronne;j
i zmniejszenia zagrozenia uszkodzenia materiatdw elementow tracych na skutek korozji.
Stanowiac jeden z elementéw skojarzenia tracego musza zabezpieczaé uktad przed
niekontrolowanymi awariami i zapewnia¢ diugotrwata eksploatacje. Obecnie rozwoj
nowych technologii implikuje opracowywanie smaréw w oparciu o oleje roslinne, ktore
z powodzeniem zapewniaja wymagane zastosowaniem wlasciwosci eksploatacyjne
i ekologiczne [1-3]. Wytwarzanie nowej generacji $rodkow smarowych na bazie
odnawialnych biokomponentéw przyczynia si¢ do opracowywania nowych Srodkow
smarowych, ktore muszg oprocz kryteriow ekologicznych spetnia¢ kryteria funkcjonalne
zapewniajac odpowiednie smarowanie wezta tarcia [4-7].

Jednym z najwazniejszych kryteriow oceny przydatno$¢ smaréw roslinnych do
zastosowan eksploatacyjnych jest ich odporno$¢ na proces utlenianie. Podczas
eksploatacji w wigkszej mierze s3 one narazone na degradacje ze wzgledu na ich
strukture chemiczng. Szybciej ulegajg utlenianiu wedhug rodnikowej reakcji tancucho-
wej, co skutkuje przeksztalceniem weglowodorow w kwasy karboksylowe, ketony
i alkohole. Produkty utleniania w poczatkowej fazie poprawiaja wlasciwosci smarne
jednak z czasem ulegajg kondensacji powodujgc wzrost lepkos$ci i obnizenie wlasciwosci
smarnych. W przypadku roslinnych smaréw istotna jest ocena zachodzacych zmian
w strukturze chemicznej pod wptywem dziatania takich czynnikéw jak: temperatura
i tlen. Procesy zachodzgce podczas dziatania tych czynnikow mogg wptywaé na zuzycie
elementow wezla tarcia, czego skutkiem moze by¢ eliminacja ukladu z dalszej
eksploatacji. Kluczowa jest ocena zmian jako$ci roslinnych $rodkéw pod wplywem
kontrolowanego procesu utleniania i dziatlania podwyzszonej temperatury, przed
aplikacjg smarow w rzeczywistych warunkach eksploatacji.

Niniejsza praca ma na celu wyjasnienie zmian zachodzacych w strukturze chemicznej
roslinnych smarow po termooksydacji prowadzonej W modelowych testach,
W podwyzszonej temperaturze i W obecno$ci tlenu, a majgcych wpltyw na zmiane
odpornos$ci na proces utleniania. W pracy wykorzystano spektroskopi¢ absorpcyjng
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w poczerwieni do monitorowania zmian zachodzacych w smarach roslinnych pod
wplywem termooksydacji.

Cze$¢ eksperymentalna: Material do badan stanowity smary opracowane na bazie
niejadalnego oleju roslinnego Crambe abyssinica. Smar roélinny (smar A) zmodyfiko-
wano dodajac do sktadu podstawowego 1,5% m/m wielofunkcyjny dodatku Brad-
Chem 351 (BCH) zawierajacego w sktadzie przeciwutleniacz, inhibitor korozji oraz
dodatek EP/AW (smar B). Opracowane smary poddano testom termooksydacyjnym,
ktoére prowadzono za pomocg aparatu Petrooxy. Testy wykonano w temperaturze 80 °C
i 120 °C w atmosferze tlenu. Oceniono wplyw termooksydacji na zmiane struktury bio-
smarow z zastosowaniem spektrometrii FT-IR. Materiat badawczy stanowity probki
smar6ow po testach termooksydacyjnych, ktoére oznaczono: smar A 80, smar A_120 oraz
smar B_80 i smar B_120.

Badania przemian chemicznych zachodzace podczas termooksydacji prowadzono za
pomocg spektrofotometru PE System 2000 FT-IR. Widma IR wykonano metoda ATR
(TT/IR6200). Probki smaru naktadano na ogniwo wyposazone W monokrysztat ZnSe.
Widma rejestrowano w zakresie fal 4000-650 cm™ z rozdzielczoscia 4 cm™, dla tla
i pomiar6w wykonano 30 skanow.

Wyniki: Przemiany chemiczne zachodzace w roslinnych smarach pod wptywem
termooksydacji analizowano w oparciu 0 poréwnanie widma IR smaru wyjsciowego
oraz po procesie utleniania. W widmach (rys.1 i 2) zaobserwowano obecno$¢ weglowo-
doréw 0 rozgatezionych tancuchach C-H (2922, 2852, 1461, 1370, 722 Cm'l), wigzania
chemiczne estrow czyli wiazania karbonylowe C=0 (1743, 1142 cm™).

Otrzymane widma ATR-FTIR smaru a i smaru A_80, A 120 r6znig si¢ od siebie (rys.1).
Poréwnanie widm w zakresie 3800-2400 cm™ wykazuje nieznaczny wzrost absorbancji
przy 3439cm®, co wigze si¢ zpowstaniem pierwotnych produktow utleniania,
nietrwatych tatwo ulegajacy rozkltadowi wodoronadtlenkéw. Po termooksydacji
nastapito zmniejszenie intensywnosci pasm przy 3005 cm™ zwigzane ze zmiang wigzan
nienasyconych ugrupowania cis -C=C. Przesuniecie podwojnego wigzania prowadzi do
zaniku pasma przy 3005 cm™ ipojawienie si¢ pasma przy 967 cm™, co $wiadczy
0 przemianie ugrupowania cis w trans (rys.1). Zmiany udziatu ugrupowan zawierajacych
grupy karbonylowe obserwowano w zakresie 1800-1700 cm™. Zmiany dotycza spadku
intensywnosci pasma przy 1743 cm™ oraz pojawienie sie ugrupowan zawierajacych
w skladzie grupy karbonylowe przy 1654 cm™. Spadek intensywnosci pasma przy
1743 cm™ zwigzany jest z hydroliza wiazania estrowego spowodowane przez chemiczne
oddziatywanie tlenu na smar roslinny. Réwnoczesnie obserwuje si¢ niewielki spadek
intensywnosci pasma przy 722 cm™ zwigzane ze zmniejszeniem udziatu grup metyleno-
wych w wyniku rozpadu wigzania C-C wystepujacego W tancuch kwasu tluszczowego.
W konsekwencji powstajg krotkotancuchowe aldehydy.
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Rys.1. Widma ATR FTIR smaru wyjsciowego smar a (linia cigglg) oraz po utlenianiu: w temperaturze 80 °C —
smar A_80 (linia przerywana) oraz w temperaturze 120 °C — smar A_120 (linia kropkowana).

W otrzymanych widmach smaru roslinnego a po te$cie termooksydacji prowadzonym
w temperaturze 80 i 120°C wystepujg nieznaczne zmiany W zakresie charakterystycznym
dla grup hydroksylowych OH (3600-3200 cm™) atakze obserwowane sa niewielkie
zmiany intensywnos$ci pasm W zakresie 750-700 cm™, co $wiadczy 0 stabilnosci
dhugotancuchowych grup metylenowych i ich odpornosci na dziatanie temperatury.
Identyfikacja przemian chemicznych pod wpltywem termooksydacji smaru roslinnego
zawierajacego wielofunkcyjny dodatek (smar B) wykazywat zdecydowanie inne zmiany
niz smar A. Otrzymane widma ATR-FTIR smaru B oraz smaru B_80, B_120 przedsta-
wiono ponizej (rys.2).
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Rys.2. Widma ATR FTIR smaru wyj$ciowego smar B (linia ciggla) oraz po utlenianiu: w temperaturze 80 °C
—smar B_80 (linia przerywana) oraz w temperaturze 120 °C — smar B_120 (linia kropkowana).

1000 650

Dodatek modyfikatora BCH do smaru roslinnego sprawil, Ze nie zaobserwowano zmian
przy 3439 cm™ zwigzanych z powstaniem pierwotnych  produktow utleniania.
W zaleznosci od temperatury procesu utleniania obserwowano rdznice W zakresie pasm
1800-1700 oraz w zakresie 1500-650 cm™. W nizszej temperaturze 80 °C po utleniania
w pasmie 1743 cm™ nie zaobserwowano rozszerzenie pasma karbonylowego, zmiana
nastapita dopiero w temperaturze 120 °C. Wyzsza temperatura procesu utleniania smaru
B spowodowata zwigkszenie intensywnosci pasma 1744, 1286, 1158, 964, 721 cm™, co
$wiadczy 0 zachodzacych przemianach chemicznych smaru ize sktadniki dodatku
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aktywnie uczestnicza W procesie chemicznym prowadzac do zwigkszeniu ugrupowan
0-C=0, C=0, C=C.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze w wyniku termooksydacji zachodzg istotne
zmiany w sktadzie chemicznym smaréw roslinnych. Spektroskopia w podczerwieni
moze stanowi¢ szybka metode oceny zmian jako$ciowych zachodzacych w smarach pod
wplywem utleniania.

Whioski: Zaobserwowano niewielkie zmiany zachodzace w strukturze chemicznej
ro$linnych smaréw pod wplywem termooksydacji prowadzonej w temperaturze 80 °C,
co $wiadczy 0 znacznej odpornosci badanych smaréw na dziatanie czynnikéw
destrukcyjnych. Analiza widm FTIR umozliwia zatem wykrycie degradacji bazy
estrowej smaru roslinnego poprzez proste poréwnanie widm smaru utlenionego, jak
i wyjsciowego. Opracowane smary moga stanowi¢ zamiennik ropopochodnych $rodkow
smarowych, gdyz charakteryzuja si¢ odpornoscia na czynniki cieplne. Uzyskane
rezultaty stanowig podstawe do scharakteryzowania stabilnos$ci oksydacyjnej smarow
przeznaczonych do stosowania w skojarzeniach tracych celem zmniejszenia tarcia,
ograniczenia zuzycia i utrzymania odpowiedniej temperatury wezta tarcia. Pozyskana
wiedza na temat sposobu identyfikacji kluczowych whasciwosci dotyczacych odporno$ci
na proces utleniania smaréw roslinnych jest niezbgdna by zapewni¢ odpowiednie
smarowanie i trwatos¢ uzytkowa elementdéw maszyn i urzadzen.

Projekt realizowany w ramach dotacji celowej Centrum ELukasiewicz - Doskonalo$¢ Naukowa 3/L-
ITEE/CL/2021
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BADANIA WYBRANYCH WEASCIWOSCI
FIZYKOCHEMICZNYCH OLEJU RZEPAKOWEGO
Z DODATKIEM n-HEKSANU

P. SANDER', M. KLEPKA! M. WAWRZKIEWICZ? 'Politechnika Lubelska,
Wydziat Mechaniczny, Katedra Pojazdéw Samochodowych, ul. Nadbystrzycka 36,
20-618 Lublin, 2Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, Wydzial Chemii, Instytut Nauk
Chemicznych, Katedra Chemii Nieorganicznej, pl. Marii Curie Sktodowskiej 2, 20-031
Lublin.

Abstrakt: Zaostrzanie norm dotyczacych emisji zwiazkow toksycznych spalin oraz
niestabilna sytuacja na rynku paliw ropopochodnych zmuszajg producentéw pojazdow
do prowadzenia prac badawczych nad udoskonalaniem uktadéw =zasilania oraz
konstrukcji silnika spalinowego. Kolejnym kierunkiem badan prowadzacym do
spelnienia rygorystycznych norm emisji spalin jest poprawa wlasciwosci paliw
stosowanych w silnikach spalinowych. Olej rzepakowy jako paliwo do silnikéw
0 zaplonie samoczynnym powinno posiada¢ wilasciwosci fizykochemiczne zblizone do
tych, ktore posiada olej napedowy. Poprzez dodatek n-heksanu, podjeto probe zmiany
wlasciwosci fizycznych w oleju rzepakowym. W artykule oméwiono wyniki badan
wybranych wlasciwosci fizykochemicznych oleju rzepakowego oraz oleju rzepakowego
z dodatkiem n-heksanu. Dodatek n-heksanu istotnie, (proporcjonalnie do ilosci) zmieniat
parametry fizykochemiczne rafinowanego oleju rzepakowego umozliwiajac jego
stosowanie w silnikach o zaptonie samoczynnym.

Whprowadzenie: Obecnie najbardziej powszechnym s$rodkiem transportu jest pojazd
silnikowy spalinowy zasilany paliwami ciektymi, najcz¢éciej weglowodorowymi (olej
napedowy, benzyny) [1,2]. W najblizszych latach nie nalezy oczekiwaé zywiotowego
rozwoju iloSciowego samochodow elektrycznych w Polsce, cho¢ niezaprzeczalnie
istnieje taka potrzeba, w zakresie wzrostu liczby tego typu pojazdéw. Zasadno$é
promowania w Polsce rozwoju stosowania pojazdéw elektrycznych zalezy m.in. od
zrddel energii elektrycznej, ktora bgda zasilane akumulatory tych pojazdow. Jak diugo
produkowana bedzie ona glownie z paliw statych (kopalnych), jak to ma miejsce
w Polsce, ciagniona emisja gazéw cieplarnianych z samochodow z napedem elektrycz-
nym bedzie wigksza, niz emisja generowana przez nowoczesne niskoemisyjne silniki
spalinowe. Najczeéciej stosowanymi paliwami do zasilania silnikow 0 zaptonie
samoczynnym, sg pochodne ropy naftowej tj. oleje napedowe bedace mieszaninami
weglowodorow od CiH,4 do CigHszs (przy czym usredniony wzdér sumaryczny oleju
napedowego to Ci3H,y) [3]. Zaostrzanie norm dotyczacych emisji zwigzkoéw toksycz-
nych spalin oraz niestabilna sytuacja na rynku paliw ropopochodnych zmuszaja
producentéw do prowadzenia prac badawczych nad udoskonalaniem uktadow zasilania
oraz konstrukcji silnika spalinowego. Czyni si¢ to z oczywistych wzgledow, gdyz taka
poprawa parametrow technicznych silnikow moze wplywa¢ korzystnie na przebieg
procesu witrysku ispalania, moze mieé wplyw na zmniejszenie zuzycia paliwa
i posrednio na zmniejszenie emisji spalin. Kolejnym kierunkiem badan prowadzacym do
spetnienia rygorystycznych norm emisji spalin jest poprawa wlasciwosci paliw
stosowanych w silnikach spalinowych. Wiasciwosci fizykochemiczne paliw majg
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bowiem bezposredni wplyw na przebieg procesu wtrysku oraz spalania. Zatem coraz
wigkszy udziat w rynku paliw do silnikow 0 zaptonie samoczynnym maja we¢glowodo-
rowe paliwa nieckonwencjonalne, nie pochodzace z przerobki ropy naftowej, dlatego do
zasilania pojazdow silnikowych stosuje si¢ rowniez szereg paliw alternatywnych.
W odniesieniu do silnikéw 0 zaptonie samoczynnym prace te prowadzone sa gtownie
w zakresie pozyskiwania paliw nie pochodzacych z rafinacji ropy naftowej, ktore mozna
by stosowa¢ samodzielnie lub jako mieszaniny obj¢tosciowe z olejem napgdowym oraz
innymi dodatkami. Na szczeg6lng uwage zastuguja paliwa pochodzace z roélin oleistych.
W warunkach polskich jest to olej rzepakowy [4,5], (przyblizony wzoér sumaryczny
Cs7H1011t60¢), oraz ester metylowy oleju rzepakowego (CigHzs+20,) [6]). Olej
rzepakowy jako paliwo jest calkowicie bezpieczny W zakresie transportu
i magazynowania, a zastosowanie paliw roslinnych, w tym oleju rzepakowego niesie ze
soba wady i zalety w wybranych aspektach uzytkowania. Do korzysci ekologicznych
zalicza si¢ fakt zamknigtego obiegu dwutlenku wegla w atmosferze i zwigzane z tym
ograniczenie efektu cieplarnianego, matg zawarto$¢ siarki - rzedu do 0,05%, oraz duza
zawarto$¢ tlenu zwigzanego W oleju rzepakowym. Dodatkowymi zaletami oleju
rzepakowego jako paliwa jest calkowite bezpieczenstwo Ww zakresie transportu
i magazynowania oraz jego biodegradowalnos¢. W aspektach ekonomicznych mozna
wyr6zni¢ mozliwos$¢ produkceji na wlasne potrzeby, co jest istotne W rolnictwie i matych
zaktadach produkcyjnych. Nalezy jednak pamictaé, ze zasilanie silnika 0 zaptonie
samoczynnym czystym olejem rzepakowym jest mocno utrudnione z uwagi ha znaczne
roznice we wihasciwosciach fizykochemicznych tego paliwa w odniesieniu do oleju
napedowego [7-9]. Najwigksze trudnosci dotycza lepkosci, ktora jest jednym z glownych
parametréow fizykochemicznych paliwa, oddziatujacych na proces wtrysku, a zatem
i posrednio na proces spalania. Problemem wytwarzania estrow metylowych oleju
rzepakowego (FAME) jest ich wysokoenergetyczny proces produkcji oraz wymog
zabezpieczenia surowca do ciggtych dostaw. Spalanie w silniku 0 zaptonie samoczyn-
nym oleju rzepakowego moze powodowac tworzenie si¢ nadmiernych ilosci osadow
(nagaru) w komorze spalania, gtdwnie wokot otwordw wtryskowych rozpylaczy, olej
rzepakowy moze by¢ agresywny W stosunku do elementéw wykonanych z gumy
i niektorych tworzyw sztucznych silnika. Z analizy procesu estryfikacji oleju rzepako-
wego wynika, ze pozostatoscia jest zawsze faza glicerynowa, ktora sktada si¢ z 80%
gliceryny, 10% wody, nieprzereagowanej czgSci kwasow thuszczowych, metanolu,
mydet i zanieczyszczen statych.

W pracy przedstawiono wyniki badan wlasciwosci fizykochemicznych oleju rzepakowe-
go z niewielkim dodatkiem n-heksanu w tym zachowanie si¢ mieszanin W niskich
temperaturach [9-11]. Wtasciwosci niskotemperaturowe paliw rdznig sie W zaleznos$ci od
sezonu i strefy klimatycznej (regionu), w ktorym jest on uzytkowany. Wydzielanie si¢
weglowodoréw parafinowych jest zrodtem wielu problemow eksploatacyjnych, przez co
wilasciwo$ci niskotemperaturowe oleju napedowego sg okreslane w normach przedmio-
towych. Wtasciwosci te okreSla sig, podajgc wartosci temperatury: zablokowania
zimnego filtra (Cold Filter Plugging Point — CFPP), testu przeptywowego (Low
Temperature Flow Test — LTFT) oznaczajacej najnizsza temperature, W ktorej olej
napgdowy moze przeptywaé przez filtr, me¢tnienia (Cloud Point — CP). W efekcie
uzyskuje si¢ najnizszg temperaturg, W ktorej W oleju napgdowym zaczynajg pojawiac si¢
drobne krysztalki odrebnej fazy (weglowodoréow parafinowych), powodujac jego
zmg¢tnienie [12]. W pracy odniesiono si¢ takze do wytypowania wtasciwosci fizykoche-
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micznych mieszanin n-heksanu z olejem rzepakowym do wiasciwosci fizykochemicz-
nych rafinowanego oleju rzepakowego i oleju napedowego.

Cze$é eksperymentalna: Olej rzepakowy jako paliwo do silnikoéw 0 zaplonie samoczyn-
nym powinno posiada¢ wlasciwosci fizykochemiczne zblizone do tych, ktore posiada olej
nap¢dowy. Poprzez dodatek n-heksanu, podjgto probg zmiany wiasciwosei fizycznych
w oleju rzepakowym. Dodanie n-heksanu do oleju rzepakowego w stosunkowo malej
objetosci korzystnie wptywato na parametry fizykochemiczne oleju rzepakowego. Zwiazek
chemiczny n-heksan posiada specyficzne wlasciwosci tj. napigcie powierzchniowe, gestosé
i lepko$¢ znacznie mniejsze niz olej napedowy. Badaniom poddano olej napgdowy oraz
olej rzepakowy z niewielkim dodatkiem chemicznym n-heksanu w warto$ciach 5; 10; 15%
20% (V/V). Wiasciwosci fizykochemiczne imetody badan uzytego do badan oleju
napedowego byly zgodne z polska normg PN EN 590:2013 [13]. W badaniach wykorzy-
stano ogodlnodostepny W handlu detalicznym rafinowany olej rzepakowy. Gloéwnymi
sktadnikami oleju rzepakowego s3 nienasycone kwasy tluszczowe, takie jak kwas
oleinowy, linolowy i linolenowy. Ich zawartos¢ w oleju rzepakowym przekracza 90%.
N-heksan (C¢Hy4) za$ to to organiczny zwigzek chemiczny z grupy alkandéw. Izomery
heksanu sg bardzo niereaktywne oraz s3 czgsto stosowane jako rozpuszczalniki
w reakcjach organicznych, poniewaz s wysoce niepolarne. Wchodza réwniez w sktad
benzyny. N-heksan jest produkowany w wyniku rafinacji ropy naftowej. Przemystowy
produkt jest frakcja wrzaca w temperaturze 65-70 °C [14].

Wyniki: Dodatek n-heksanu do oleju rzepakowego wptynal nieznacznie na zmniejszenie
gestosci utworzonych mieszanin, co przedstawiono ponizej na rys.1(a). Stwierdzono, ze
dodatek 5% V/V n-heksanu do oleju rzepakowego powodowal zmniejszenie gestosci
0 ok. 1% natomiast przy 20% V/V dodatku n-heksanu zmniejszenie gestosci wynosito
ok. 4%, a gesto$¢ bylta nieznacznie wieksza od gestosci oleju napedowego do ok. 4,5%.
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Rys.1. Wyznaczona gesto$¢ (a) oraz wskaznik lepkosci kinematycznej (b) badanych paliw.

Jednym z gléwnych parametrow fizykochemicznych paliwa oddziatywujacych na proces
witrysku, a zatem i posrednio na proces spalania, jest jego lepkosc.

Zastosowanie paliwa o wickszej lepkosci bedzie si¢ wigzaé ze zwigkszeniem oporow
ruchu (tarcia) poruszajacych si¢ wzajemnie elementow aparatury wtryskowej (ttoczek
pompy wtryskowej, zawodr odciagajacy, iglica rozpylacza). Duza lepko$é oleju
rzepakowego skutkuje rowniez pogorszeniem procesu przygotowania mieszaniny palnej,
a W rezultacie wptywa na inny niz w przypadku oleju napedowego proces spalania. Wraz
ze zwigkszeniem udziatu n-heksanu w mieszaninie z olejem rzepakowym zaobserwowa-
no zmniejszenie wskaznika lepkosci kinematycznej, gdzie juz dla 10% V/V dodatku
byto wyrazne zmniejszenie 0 0k, 56%. Dla 20% V/V dodatku n-heksanu zmniejszenie
lepkosci bylo najwigksze i wynosito ok. 66%. Zauwazalny byl jednak duzo wigkszy
poziom wskaznika lepkosci badanych mieszanin oleju rzepakowego z n-heksanem
W poréwnaniu do oleju napgdowego. Wyniki badan wskaznika lepkosci kinematyczne;j
paliw pokazano na rys.1(b).

Napigcie powierzchniowe jest wielko$cia fizyczng, ktora wykorzystana jest w analizie
procesu wtrysku paliwa do komory spalania. Wigksze warto$ci napigcia powierzchnio-
wego dla oleju rzepakowego w odniesieniu do oleju napedowego beda wplywaé na
zmniejszenie $rednicy kropli formowanych u ujscia wtryskiwacza oraz na zmniejszenie
krytycznej $rednicy kropel. Poprawia to jako$¢ ich rozpylenia i oddziatuje w Kierunku
skrdcenia okresu fizycznego przygotowania do samozaptonu. Dodatek n-heksanu do
oleju rzepakowego spowodowal zmniejszenie napigcia powierzchniowego. Zmniejszenie
napigcia powierzchniowego mieszaniny oleju rzepakowego in-heksanu w funkcji
stezenia objgtosciowego n-heksanu wpltywa na zmniejszenie objgtosci kropel mieszanki
wyplywajacych z koncowki wtryskiwacza, co moze miec istotny wplyw na proces
wtrysku. Dla mieszaniny oleju rzepakowego z 5% V/V dodatkiem n-heksanu zmniejsze-
nie warto$ci napigcia powierzchniowego wzgledem oleju rzepakowego wynosito ok.
9,5%, dla 10% V/V dodatek n-heksanu wynosit 12%. Najmniejsze wartosci napigcia
powierzchniowego wzgledem oleju rzepakowego stwierdzono dla 20% V/V wartos$¢ ta
wynosita 19%. Wyznaczone warto$ci napiecia powierzchniowego przedstawiono na
rys.2(a) oraz 2(b).

Wykonano réwniez badania wyznaczenia warto$ci temperatury zablokowania zimnego
filtra, CFPP °C, probki badawcze przedstawiono na rys.3.
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Rys.2. Wyznaczanie wskaznikow charakterystycznych badanych paliw: wskaznik lepkosci
kinematycznej (a) badanych paliw, temperatury zablokowania (b) zimnego filtra (CFPP).
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Rys.3. Widok mieszanin oleju rzepakowego z n-heksanem (w ustalonych proporcjach)
w temperaturze ok. -20 °C.

W wyniku badan stwierdzono takze, Ze n-heksan z olejem rzepakowym ma bardzo dobra
mieszalno$§¢ — rowniez W niskich temperaturach. Podczas badan poréwnawczych nie
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stwierdzono rozwarstwienia n-heksanu od OR (mieszaniny jednorodne), mieszaniny nie
metnialy oraz byly stabilne do temperatur otoczenia -20 °C, co pokazano na rys.3.
Temperatury mg¢tnienia, zablokowania zimnego filtru i krzepnigcia sa zasadniczymi
wskaznikami okre$lajacymi zdolnosci przepltywowe paliwa silnikowego W niskich
temperaturach.

Whioski: Podsumowujac, wiasciwosci fizykochemiczne oleju rzepakowego, ktore sa
odmienne wzgledem wlasciwosci oleju napedowego powoduja pewne trudnosci w jego
stosowaniu do zasilania silnikdw 0 zaptonie samoczynnym. Dotyczy to zwlaszcza
lepkosci, szczegdlnie w niskich temperaturach otoczenia. W zwigzku z tym zasilanie
takim paliwem silnikoéw bez istotnych modyfikacji konstrukcyjnych praktycznie nie jest
mozliwe. Zastosowanie jako dodatku do oleju rzepakowego rozpuszczalnika niereak-
tywnego — n-heksanu powodowato pozytywna zmiane wtasciwosci fizykochemicznych
mieszaniny, szczegélnie W zakresie ggstoéci ilepkosci. Dodatek n-heksanu istotnie,
(proporcjonalnie do ilo$ci) zmienial parametry fizykochemiczne rafinowanego oleju
rzepakowego umozliwiajac jego stosowanie W silnikach o zaptonie samoczynnym.
Obnizenie lepkosci oleju rzepakowego poprzez dodatek n-heksanu powinno wplywaé
korzystnie na proces spalania. Zmiany napi¢cia powierzchniowego oleju rzepakowego
z dodatkiem n-heksanu w funkcji sktadu nie byly liniowe i zaobserwowano synergizm
W zmniejszeniu napi¢cia powierzchniowego. Zmniejszenie napigcia powierzchniowego
mieszaniny oleju rzepakowego i n-heksanu w funkc;ji stezenia objetosciowego n-heksanu
powinno wplywa¢ na zmniejszenie objetosci kropel mieszanki wyptywajacych
z koncowki wtryskiwacza, co powinno mie¢ istotny wplyw na proces wtrysku.
Stwierdzono bardzo dobrg mieszalno$¢ n-heksanu z olejem rzepakowym — rowniez
w niskich temperaturach. W wyniku prowadzonych badan stwierdzono, ze stworzone
mieszaniny oleju rzepakowego z n- heksanem mozna zastosowa¢ w dalszych badaniach
silnikowych.
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CHARAKTERYSTYKA PRZYROSTOWYCH TECHNOLOGI I
WARSTWOWYCH DO TWORZENIA PROTOTYPOW

M. KLEPKA!, T. PAWLAK? M. WAWRZKIEWICZ?®, 'Politechnika Lubelska,
Wydzial Mechaniczny, ul. Nadbystrzycka 36, 20-618 Lublin, 23D Phoenix, ul. Jeziorna
1, 05-092 Lomianki, *Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydzial Chemii, Instytut
Nauk Chemicznych, Katedra Chemii Nieorganicznej, pl. Marii Curie Sklodowskiej 2,
20-031 Lublin.

Abstrakt: Tworzenie przestrzennych, fizycznych przedmiotow na podstawie cyfrowego
modelu CAD jest mozliwe W wyniku tzw. druku przestrzennego. Oznacza to, ze
przedmiot jest tworzony warstwa po warstwie wzdhuz osi ,,2”. W zaleznosci od rodzaju
wybranej technologii druk moze by¢é wykonywany w kierunku narastania poszczegol-
nych warstw od dotu do géry oraz od goéry do dotu. Materiatem wejSciowym, z ktdrego
wytwarzane si¢ wyroby, sa gtownie tworzywa polimerowe, niekiedy z dodatkowymi
sktadnikami naturalnymi (drewno), mineralnymi (kreda, talk). Istnieja rowniez metody,
w ktorych materiatem spajanym sa proszki metalu lub filament metal-wosk. Technologia
wytwarzania tego rodzaju wytwordw jest $cisle zwigzana z technikami rapid prototy-
ping, rapid tooling oraz rapid manufacturing. Wraz z rozwojem nowych materiatdéw
polimerowych i optymalizacja komputerowego podziatu modelu CAD, prowadzenie
sciezek lub naswietlania warstwa po warstwie prowadzi do wykonania okre§lonego
wyrobu, a wymagang doktadnosci wydrukow uzyskuje si¢ w ramach doboru okre$lone;j
technologii.

Woprowadzenie: Istota wyrobow wykonywanych technologia druku 3D jest zmniejsze-
nie czasu i kosztow przy wytwarzaniu przedmiotow pojedynczych, ktorych otrzymywa-
nie klasycznymi metodami z wykorzystaniem maszyn do produkcji masowej
i wielkoseryjnej jest zbyt kosztowna. Obecnie znajduje ona zastosowania w wielu
réznych dziedzinach przemystu, od medycyny poprzez motoryzacje i lotnictwo po
wydruki na potrzeby osob prywatnych. Dodatkowo technologia 3D zapewnia mozliwos¢
tworzenia elementow 0 skomplikowanych geometrycznie ksztattach, ktorych produkcja
klasyczna musiatby zosta¢ roztozona na wyprodukowanie kilku elementéw a nastepnie
ich polaczenie w gotowy wyrdb, w dodatkowej operacji lub bylaby technicznie
niemozliwa do wykonania. Procedura przygotowania modelu do druku ma charakter
uniwersalny, niezalezny od okreslonej technologii druku. Réznice w sposobie przygoto-
wania modelu zachodza glownie W przygotowaniu struktur pomocniczych, ktore
zalezne sa od wybranego rodzaju tworzenia warstw. Niezaleznie od wybranej metody
formowania oraz wymagan poczatkowych, czy to przedstawiajac go na rysunku, Czy
przechodzac od razu do modelowania przestrzennego, pliki do wydruku wykonywane
W programie dziatajacym w srodowisku CAD nie nadaja si¢ bezposrednio do wydruku
3D. Potrzebny jest ich eksport do formatu plikow obstugiwanego przez sterowniki
maszyny nazywane ogdlnie drukarkami.

Projektujac elementy lub cale moduly prototypu przy uzyciu metody szybkiego
prototypowania (rys.1) trzeba wzia¢ pod uwage nie tylko sposob formatowania
i eksportowania modelu cyfrowego CAD ale nawet to, ze material, ktéry pochodzi od

213



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

tego samego producenta moze zachowywac si¢ inaczej W zaleznosci od koloru lub moze
dawac¢ inne efekty koncowe [1].

Parametry

Weryfikacja danych urzadzenia RP
[ I l .

Koncepcja 3D
(model/rzezba)

{ Tworzenie _| Export danych Konwersja VWykonanie
modelu wlasciwego (np. STL) geometrii modelu modelu fizycznego
>0=30 | 3D-CAD
R 1 . N l 1] N i ]
Koncepcja 20 Obrébka lub Parametry
(rysunek/szkic) naprawa danych geometrii modelu
| — Koncepcja — | — Obrobka programowa CAD —— Obrobka RP

Rys.1. Schemat procesu szybkiego prototypowania [1].

Obecnie dostepnych jest wiele metod druku 3D (spis wybranych metod zamieszczono
w Tabeli 1), uzaleznionych od wykorzystywanych materialow, czy sposobu ich
przetwarzania. Rozwigzania z zakresu przyrostowych technologii warstwowych
wykorzystuja trzy gltdéwne sposoby spajania materialow. Pierwsza grupa to drukarki
wykorzystujace proces wigzania chemicznego, a doktadnie osadzania (np. FDM, FFF,
SMM, DMD, BPM, TSF, SDM) oraz fotoutwardzanie (np. SLA, STEREOS, SGC).
Druga grupa to drukarki wykorzystujace zjawisko spiekania materiatu (np. SLS, CAM-
LEM, EOSNIT, FPM), a drukarki dziatajace na zasadzie klejenia materiatu (np. 3DP,
SOLID CENTER, LOM, JP5) sa zaliczane do grupy trzeciej [2].

Tabela 1. Zestawienie wybranych, najpopularniejszych metod druku 3D.
Modelowanie poprzez _osadzame topionego Fused Deposition Modeling FDM
materialu
Modelowanie za pomocg topionego drutu Fused Filament Fabrication FFF
polimerowego
Drukowanie spoiwem faczacym proszek 3D Printing 3DP
Drukowanie zywica utrwalang promieniami UV Film Transfer Imaging FTI
Wytwarzanie prototypow przez natryskiwanie Ballistic Particle Manufacturing BPM
kropel materiatu
Stereolitografia Stereolithography STL
Pow1erzchmow_e naswietlanie i zestalanie ciektego Solid Ground Curring sGe
materiatu za pomocg lampy UV
Laserowe spiekanie Direct Laser Forming DLF
Wytwarzania przez ksztaltowanie osadzeniem Shape Deposition Manufacturing SDM
Selektywne spiekanie proszkéw Selective Laser Sintering SLS
Wykonywanie wyrobu z wycinanych na ploterze JP5 System P5
tngcym arkuszy

Kazda technologia druku 3D, oprocz swoich oczywistych zalet posiada réwniez
ograniczenia, z ktorych nalezy zdawaé sobie sprawe, projektujac modelu w technologii
przyrostowej. Aby uzyska¢ zamierzone efekty podczas projektowania elementéw nalezy
pamigta¢ 0 odpowiednim doborze nastgpujacych wielkosci charakterystycznych.
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Grubos¢ scianek

Pomimo, ze odruku 3D jest technologia, ktéra pozwala na tworzenie elementow
i geometrii niedostgpnych dla innych metod wytworczych, ma jednak pewne ograni-
czenia. Jednym z nich jest minimalna i maksymalna grubo$¢ $cianki.

Otwory

Technologia druku 3D daje mozliwo$¢ wytwarzania elementow z otworami wewnetrz-
nymi. Taka cecha moze okazaé si¢ szczegélnie istotna przy tworzeniu wewngtrznych
struktur np. elementdw form wtryskowych z wewnetrznymi kanatami do chlodzenia
wodnego.

Podpory

Kazda ztechnologii wymaga innego rodzaju podpor. W technologii FDM, kazda
powierzchnia utozona pod katem wigkszym niz 45° w stosunku do platformy roboczej
wymaga struktur podporowych. W przypadku technologii SLA podpory sa zawsze
wymagane i majg one forme cienkich, rozgatezionych struktur. W technologii DMLS
rowniez konieczne jest wykonanie struktur podporowych aich usunigcie wymaga
dodatkowej obrobki w ramach post-processingu. Natomiast w przypadku technologii
MJF generowanie struktur podporowych, co do zasady, jest niewymagane, bo podpory
stanowi niespieczony proszek [3].

Mosty

Stanowig specyficzne struktury do druku 3D, ktére w przypadku niektérych technologii
moga zosta¢ zbudowane bez konieczno$ci uzywania struktur podporowych.
W przypadku technologii SLA oraz MJF wykonanie nawet niewielkiej dtugos$ci mostow
bez struktur podporowych jest obarczone wysokim ryzykiem niepowodzenia procesu
druku 3D (w technologii MJF, co do zasady, generuje si¢ struktury podporowe -
podparcie stanowi niespieczony proszek)

W przypadku technologii FDM, aby mieé pewnos$¢, ze most zostanie wydrukowany
prawidtowo powinien mie¢ on dtugos¢ maksymalnie 10 mm. Mosty 0 wickszej dtugosci
powinny zostaé wyposazone w podpory. W przypadku druku 3D z metalu analogiczna
warto$¢ dla mostu wynosi minimum 2mm [4].

Wklestosci | wyttoczenia

Niektore projekty wymagaja zaprojektowania wklestosci lub wypuktosci — wytloczenia
w §ciance nosnej. Aby wielko$¢ ta byta widoczna i spetniata swoja funkcje uzytkowa lub
dekoracyjng, dla kazdej technologii druku 3D przyjmuje si¢ roézne wartosci, zestawiono
je w Tabeli 2.

Tabela 2. Roznice wymiaréw W zalezno$ci od stosowanej technologii.

FDM 0,6 mm szerokosci, 2,0 mm wysokosci
SLA 0,4 mm szerokosci, 0,4 mm wysokosci
MJF 1,0 mm szerokosci, 1,0 mm wysokosci
DMLS 0,1 mm szerokosci, 0,1 mm wysokosci

Ruchome czesci

Niektore technologie druku 3D pozwalaja rowniez na tworzenie ruchomych czgsci.
Wtedy, w projekcie uwzgledni¢ nalezy odleglosci pomigdzy czg¢$ciami ztozenia, ktore
beda na tyle niewielkie, aby mozna bylo ztatwoscia wylamaé z nich ewentualne
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podpory i na tyle duze aby nie doszto do scalenia materialu w miejscu, gdzie zaprojek-
towano dodatkowa szczeling.

Piny oraz wystajgce elementy

W przypadku wystajacych elementow 0 ksztalcie walca 0 niewielkiej $rednicy i wazne
jest, aby nie byla ona zbyt mala. Zbyt mala $rednica doprowadzi do tworzenia si¢
artefaktow, a w przypadku zbyt wysokiej czgsci - nieprawidlowego druku catego
elementu.

Szczeliny przeznaczone do usuniecia niescalonego materiatu

O ile wtechnologii FDM jest to aspekt, ktory nie jest istotny o tyle w przypadku
technologii spajania innych materialow jest konieczne. Minimalny rozmiar szczeliny lub
otworu zalezy od wybranej technologii druku i pozwala na usunig¢cie materiatu, ktory nie
zostal utrwalony. Jest to istotna kwesta, np. w przypadku technologii SLA, gdzie brak
otworu, w ktéorym ujécie moze znalez¢ niezestalona zywica, znacznie zwigksza mase
wydruku 3D. Rownie wazne jest stworzenie odpowiednich szczelin iotworéw dla
modeli 3D wykonywanych w technologiach proszkowych (MJF oraz DMLS).
Tolerancja wymiarowa

Kazda z technologii rekomendowana jest do innego rodzaju zastosowan, roéznigcych si¢
m.in. precyzja wykonania. Szacowang tolerancje wymiarowg dla okre$lonych technolo-
gii druku 3D zamieszczono w Tabeli 3.

Tabela 3. Szacowana tolerancja wymiarowa w zaleznoéci od rodzaju technologii druku 3D.

FDM +0,5%
SLA +0,5%
MJF +0,3%

DMLS +0,1 mm

Ponizej jako przyktad, przedstawiono model 3D ostony elementdow elektronicznych
zaprojektowanego w $rodowisku CAD (rys.2a) jak igotowy, rzeczywisty wydruk
wykonany z tworzywa ABS z wykorzystaniem drukarki FDM Ultimerker 5S (rys.2b).

@ - ®)
Rys.2. Model CAD 3D zaprojektowanego wydruku (a) oraz rzeczywisty wydruk 3D z drukarki FDM (b).

Whioski: Praktycznie wszystkie wydruki to konstrukcje, ktore moga zosta¢ dostosowa-
ne wkazdym szczegole. Druk 3D pozwala na projektowanie idrukowanie bardziej
ztozonych projektow, bez wzgledu na ograniczenia konstrukcyjne, istniejace
w przypadku tradycyjnych procesow produkcyjnych (wtryskiwanie lub frezowania).
Druk 3D nie wymaga skomplikowanego, dlugiego planowania i prototypowania.
Maszyny - drukarki 3D umozliwiaja wytwarzanie czesSci W ciggu kilku godzin, bez
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potrzeby zakupu innych urzadzen. Pozwala to naszybsze ukoficzenie kazdego
nastgpnego etapu iznacznie szybsze wykonanie kazdej ewentualnej modyfikacji.
W poréwnaniu do obrobki mechanicznej prototypéw druk 3D jest tanszy iszybszy
do tworzenia elementow konstrukcyjnych, anawet calych zespotow wtym takze
z elementami ruchomymi. Kolejng zaleta druku 3D jest to, ze W przeciwienstwie
do tradycyjnych procesow produkcyjnych, nie wymaga duzej ilosci miejsca na zapasy
magazynowe. Powstajace wyroby wykonywane sg na biezace potrzeby. Oszczedza
to miejsce oraz koszty- poniewaz nie ma potrzeby drukowania duzej liczby wyrobow na
tzw. magazyn. Ponadto wszystkie pliki projektow 3D sg przechowywane w wirtualnej
bibliotece, gdyz sa drukowane z wykorzystaniem postaci pliku cyfrowego CAD
czy STL. Dzi¢ki dobrze zorganizowanej bibliotece kazdy model mozna tatwo zlokali-
zowaé i ponownie wydrukowa¢. Zmiany W projektach mozna wprowadzaé¢ bardzo
niskim naktadem kosztow, poprzez edycje poszczegdlnych plikow.

Literatura:

1. G. Budzik, W. Budzik, M. Cygnar, K. Janisz, Problemy Eksploatacji, 1 (2009) 7.

2. K. Cichon, A. Brykalski, Przeglad Elektrotechniczny, 93 (2017) 156.

3. P. Sieminski, G. Budzik, Techniki przyrostowe. Druk 3D. Drukarki 3D, Oficyna Wydawnicza Politechniki
Warszawskiej, Warszawa 2015.

4. M. Wojcik, Przeglad Biblioteczny, 2 (2017) 157.

217



Nauka i przemyst — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci

BADANIA ZMNIEJSZENIA OBJETOSCI ODPADOW NA
PRZYKLADZIE URZADZENIA DO ZGNIATANIA PUSZEK
ORAZ BUTELEK PET PRZEZNACZONYCH DO RECYKLINGU

M. KLEPKA, Politechnika Lubelska, Wydzial Mechaniczny, Koto Naukowe Zastoso-
wan Mechatroniki ELMECH, ul. Nadbystrzycka 36, 20-618 Lublin.

Abstrakt: Recykling odpadéw na przyktad puszek aluminiowych oraz butelek
ztworzywa PET stanowi najwickszy volumen odpadow opakowan. W aspektach
logistyki zarzadzania odpadami istotnym zagadnieniem Ww obecnym czasie jest
selektywny recykling. Proces recyklingu mozna efektywnie zintensyfikowaé poprzez
zastosowanie dodatkowych specjalistycznych maszyn lub automatyzacji poszczegdlnych
operacji i zabiegéw. Jednym z takich przyktadow sg urzadzenia zgniatajace, posiadajace
dodatkowe funkcje, dzigki ktorym odpady opakowaniowe W postaci aluminiowych
puszek czy plastikowych butelek PET, mozna zgniata¢, a W wyniku tego zmniejszac
wydatnie objeto$¢. W przypadku pojemnikéw mozna bezpiecznie oproznia¢ z nich
pozostatosci ptynow. Podstawowym zastosowaniem zgniatarek jest zmniejszenie
objetosci przedmiotu 0 okoto 70% (rys.1l), co niesie za soba wiele korzysci, gtdéwnie
z uwagi na koszty sktadowania lub transportu. Tak uformowane wyroby, po rozdrobnie-
niu mogg by¢ materialem wej§ciowym do tworzenia nowych produktow.

= 0%

80%

.
100%

Rys.1. Objetos¢ butelki przed i po zgnieceniu.

Whprowadzenie: Ochrona $rodowiska naturalnego W dzisiejszych czasach jest bardzo
waznym aspektem uznawanym powszechnie na catym $wiecie. Zycie W §rodowisku bez
niekorzystnych zanieczyszczen wod czy powietrza, zwigkszonej emisji gazow
cieplarnianych oraz zanieczyszczenia gleby, réznego rodzaju odpadami niekorzystnie
wplywa na zwierzgta, rodliny oraz ludzi. Jednym z doskonatych przyktadéow dbania
0 srodowisko naturalne jest dobrze znane pojgcie recyklingu. Dzigki recyklingowi
mozliwe jest zminimalizowanie ilosci odpadow wytwarzanych w réznych procesach
technologicznych, aponowne przetworzenie materiatdw odpadowych, pozwala na
wytworzenia wyrobow 0 wtornym lub innym, ponownym przeznaczeniu. Selektywne
zbieranie odpadow pozwala na zgromadzenie okreslonego typ wyrobéw pouzytkowych,
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ktore charakteryzuja sie takimi samymi wilasciwosciami icechami. Ma to na celu
ulatwienie i przygotowania ich do ponownego przetwarzania [1]. W Polsce proces
recyklingu opakowan aluminiowych znajduje si¢ na bardzo wysokim poziomie.
Wykorzystanie odpadéw aluminiowych niesie za soba korzysci ekologiczne, poniewaz
produkcja aluminium ze zt6z boksytu, moze wigza¢ si¢ ze skazeniem gleby, powietrza
oraz wod. Poprzez recykling oraz odzysk odpadow aluminiowych az 0 95% zmniejsza
si¢ poziom zanieczyszczenie powietrza, zanieczyszczenie wod 0 97%, a zuzycie energii
mozna zredukowa¢ nawet do 95% [2]. Odpady aluminiowe W caloéci nadaja si¢ do
recyklingu, a dodatkowo proces te mozna przeprowadzi¢ kilkakrotnie, bez pogorszenia
jakosci materialu. Kolejnym waznym aspektem jest fakt, ze ztoza boksytu z ktdrego
powstaje aluminium nie odnawiajg sig.

W przypadku recyklingu wyrobow z tworzyw, najpopularniejszym rodzajem opakowa-
nia, stosowanych na przyktad w konfekcjonowaniu mleka lub napojow s3 réznego
rodzaju pojemniki (gtownie z takich tworzyw jak: PET, PE, PP lub PS). Podczas procesu
recyklingu w pierwszym etapie nalezy pamigta¢ 0 segregacji wedlug réznorodnosci
ksztaltu i rodzaju materiatow pojemnika. W kolejnym etapie istotny staje si¢ podzial, ze
wzgledu na barwe [3]. W efekcie segregacji irozdrobnienia butelek za pomoca
specjalistycznych urzadzen, miynéw oraz linii do granulacji, powstaly w wyniku
recyklingu regranulat stanowi baz¢ do wytworzenia kolejnych nowych wyrobow [4].
Regranulat PE i PP jest wykorzystywany do produkcji np. folii, wiader, kanistrow czy
nawet mebli ogrodowych. Przetworzony surowiec PET moze by¢ z kolei zastosowany
jako dodatek do tworzywa pierwotnego przy bezposrednim formowania kolejnych
butelek lub pojemnikéw. Moga by¢ one stosowne do pakowania produktow pitnych
i jadalnych, takich jak napoje, soki, woda, mleko oraz do innych produktéw spozyw-
czych. Mozna go przetworzy¢ na nowe produkty, co zmniejsza ilo$¢ odpadow
opakowaniowych [5]. W celu wstepnego przygotowani odpadu do dalszych proceséw
oraz zmniejszenia objetosci dokonuje si¢ operacji jego zgniatania. Wérdd zgniatarek
wyrozniamy wiele typow urzadzen, np. Z obstuga reczng czy z obstuga automatyczna.
Kazdg zgniatarke cechuje roznorodna budowa, zasada dziatania czy nawet metoda
zgniatania. Najpopularniejsze metody zgniatania oparte sg na dziataniu sita, skierowana
wzdtuznie (rys.2), poprzecznia lub $rubowo na calg puszke lub butelke, ktora znajduje
si¢ w odpowiednim potozeniu, w specjalnym uchwycie.

Rys.2. Przyktady odpadow zgniatanych sila skierowana w uktadzie pionowym do osi pojemnika.

Cze$¢ eksperymentalna: W ramach testow wykonano badania doswiadczalne
okre$lenia wartosci sily potrzebnej do zgniecenia pojemnika - butelki. W badaniach
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uzyto dwoch pojemnikéw, jednego wykonanego z tworzywa oraz drugiego w postaci
puszki z aluminium. Badania oprocz okreslenia sity potrzebnej do $ci$nigcia pojemnika
w kierunki pionowym, mialy takze na celu sprawdzenie czy otwory w Sciance bocznej
(przeklucie w celu usunigcia nadmiaru ptynu) spowoduja zmniejszenie wartosci sily
potrzebnej do calkowitego zgniecenia pojemnika. Do badan dobrano pojemniki 0 roznej
grubo$ci $cianki. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem maszyny wytrzymato-
sciowej. Pojemniki poddawano S$ciskaniu, pomigdzy dwoma plaskimi ptytami.
Okreslano warto$¢ sity poczatkowa oraz warto$¢ sily powodujacej odksztatcenie
0 warto$¢ 50% odniesione do wysokosci pojemnika. Ponizej zostaly zamieszczone
zdjecia wykonane podczas badania (rys. 3 i4), ktére przedstawiajg etapy zgniatania
pojemnikow oraz charakterystyke przebiegu zgniatania.

1 Ul G

Rys.3. Etapy zgniatania puszki alljminiowej 0 pojemnosci 0,5 L.

Rys.4. Etapy zgniatania butelki PET o pojerﬁ;loéci 1L

W odniesieniu do powyzszych badan mozna zauwazy¢, ze przy probach zgniatania
puszki aluminiowej o pojemnosci 0,51 bez otwordéw poczatkowa sita wynosita 400 N,
nastgpnie po krotkim czasie zmniejszyta si¢ do warto$¢ ponizej 100 N. Sita zgniatania
puszki z otworami w poczatkowej fazie miata warto$¢ niewiele mniejsze, okoto 350 N
i rowniez W koncowej fazie zaobserwowano zmiang warto$ci do poziomu ok. 100 N.
Z ponizej przedstawionej charakterystyki (rys.5) mozna odczyta¢, ze wtym przypadku
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wykonanie otworéw W $ciance lub ich brak nie wplywa na wartos¢ sity koncowego
zgniatania, poniewaz roznica wartosci sit wynosi ok. 2 N, na korzy$¢ pojemnika
z otworami. Z kolei przy badaniu wytrzymatosci dla innego typu pojemnika - w postaci
butelki na mleko, roznica warto$ci sit koncowych jest znacznie wigksza. Przy probach
zgniatania butelki PET o0 pojemnosci 1 1, sita poczatkowa dla pojemnika bez otworow
wynosita niewiele ponizej 200 N, za$ sita zgniatania pojemnika z otworami nieznacznie
wiecej niz 100 N. W ostatniej fazie zgniatania na wykresie (rys.6) widoczny jest znaczny
skok zmian wartosci sity, przy pojemniku bez otworéw W $ciance. Mozna stwierdzi¢
wtym przypadku wykonanie otworéw W celu odprowadzenie nadmiaru plynu jest
istotne, poniewaz rdéznica wartosci sit koncowych pomigdzy butelka z otworami,
a butelka bez otworow wynosi okoto 100 N, na korzy$¢ pojemnika z otworami.

|
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Rys.5. Charakterystyka przebiegu zgniatania puszek aluminiowych o pojemnosci 0,5 |
z otworami oraz bez otworow.
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Rys.6. Charakterystyka przebiegu zgniatania butelek PET 0 pojemnosci 1 1
z otworami oraz bez otworow.

Wyniki: W wyniku przeprowadzonych badan eksperymentalnych zaprojektowano
model elektrycznej uniwersalnej zgniatarki do butelek oraz puszek. Projekt zgniatarki
rézni si¢ od rozwigzan istniejacych na rynku, tym, ze ma rozszerzong funkcjonalnos¢.
Urzadzenie jest zaprojektowane tak, aby uzytkownik mogl zgnie$¢ puszke lub butelke
bez wigkszych trudnosci, poniewaz caty proces od analizy oraz umieszczenia pojemnika
puszki lub butelki w odpowiedniej komorze uchwytu urzadzenia az do usunigcia
zgniecionego wyrobu, obywal si¢ W pelni automatycznie. Jest to mozliwe dzigki
odpowiednio zaprojektowanemu sterownikowi i podzespotom funkcyjnym. W projekcie
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zgniatarki uwzgledniono mozliwo$¢ usunigcia pozostajacych wewnatrz pojemnika
resztek pltynow, bezposrednio przed procesem zgniatania. Model CAD projektu
zgniatarki wykonanej w $rodowisku Solid Edge 2020 zostat przedstawiony na rysunku
ponizej (rys.7).

@ (b)
Rys.7. Widok modelu zgniatarki przeznaczonej do recyklingu butelek oraz puszek (a), mechanizm (sitownik
elektryczny) odpowiadajacy za zgniatanie pojemnika (b) [opracowanie wiasne].

Whioski: Artykut powstat jako potrzeba wspomagania procesu modelownia nowocze-
snych maszyn i urzadzen do przetwarzania zuzytych pojemnikow z tworzyw lub puszek
wykonanych z aluminium przydatnych do procesu recyklingu. Prace te oprocz
podniesienia efektywnosci procesu sktadowania odpadow poprzez zmniejszenie
objetosci, moze prowadzi¢ to do poprawe wskaznikow ekonomicznych, takich jak
mi¢dzy innymi zmniejszenie kosztow sktadowania czy transportu, a zgniecione odpady
po rozdrobnieniu i ponownym przetworstwie, moga stanowi¢ material wejsciowy do
tworzenia nowych  produktdéw. Wykonanie modelu projektu  urzadzenia
z wykorzystaniem oprogramowania CAD/Solid Edge, pozwala na wizualizacj¢
konstrukcji oraz wygladu maszyny. Pozwala rowniez na stosunkowo tatwe modyfiko-
wanie elementdéw roboczych urzadzenia iprzystosowywanie ich do wymiaréw
i roznorodnych ksztattow zgniatanych pojemnikow.
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TECHNIKI SPEKTROSKOPOWE OZNACZANIA DROBIN
MIKRO- I NANOPLASTIKU UWALNIANYCH DO WODY
W WYNIKU JEJ KONTAKTU Z MATERIALAMI
TWORZYWOWYMI

M. SZYBOWICZ', T. RUNKA! E. NOWAK! A. SZUSTER-JANIACZYK?Z
A.PRUSS?, M. KOMOROWSKA-KAUFMAN?, Z. SAMBOR®, 'Politechnika
Poznanska, Wydzial Inzynierii Materialowej i Fizyki Technicznej, Instytut Badan
Materiatowych i Inzynierii Kwantowej, ul. Piotrowo 3, 60-965 Poznan, 2Politechnika
Poznanska, Wydzial Inzynierii Srodowiska i Energetyki, Instytut Inzynierii Srodowiska
i Instalacji Budowlanych, ul. Berdychowo 4, 60-965 Poznan.

Abstrakt: Praca przedstawia zagadnienia zwiazane z detekcja i identyfikacja mikro-
plastikow na przyktadzie instalacji z woda wodociagowa. Omowiono metodyke filtracji
wody, selekcjonowanie probek oraz ich detekcje iidentyfikacje z wykorzystaniem
spektroskopii ramanowskiej, na przykladzie typowych zwigzkow polimerowych
wystepujacych w wodzie w wyniku kontaktu wody z materiatami tworzywowymi.

Whprowadzenie: Tworzywa sztuczne wykorzystywane sg powszechnie w opakowaniach
wroznych gateziach przemyshu. Liczne publikacje wskazuja, iz mikroplastik oraz
zwigzki z niego uwalniane, nie sg obojetne dla zdrowia ludzkiego. Najwazniejszym
zadaniem jest identyfikacja mikro- inanoplastiku znajdujacego si¢ W srodowisku
naturalnym, w tym w systemach zaopatrzenia w wode.

Mikroplastiki (MPs) to fragmenty plastiku o wielko$ci mniejszej niz 100 pm, podczas,
gdy nanoplastiki (NPs) to fragmenty plastiku o wielko$ci mniejszej niz 100 nm.
Powstaja one na skutek rozktadu duzych czastek plastiku, takich jak opakowania,
odpady i produkty do pielegnacji skory. Mikro- i nanoplastik sa wykonane z tworzyw
sztucznych, takich jak polietylen, polipropylen, polistyren i inne. Mogg one dostawac sie
za pomocg wody wodociagowej do ludzkiego tancucha pokarmowego. Stad tez
wykrywanie mikro- i nanoplastikow w wodzie wodociggowej iinnych $rodowiskach
wodnych jest istotnym wyzwaniem ze wzgledu na ich negatywny wptyw na srodowisko
i zdrowie ludzi. Szacuje sie, ze mikroplastik moze wystepowa¢ W okoto 70% probek
wody wodociggowej. Szacowanie ikontrola stopnia uwalniania mikroplastikow
z materialow tworzywowych, stanowiacych np. Zasadnicze elementy systemu
zaopatrzenia w wodg, w warunkach statycznych i dynamicznych, pozwala na lepsza
ocen¢ stopnia wtoérnego zanieczyszczenia wody ijakosci wody spozywanej przez
konsumentow. Analiza zawarto$ci drobin mikroplastiku w wodzie, wymaga odpowied-
niego pobrania oraz przygotowania probki wody. Warunkiem koniecznym jest
oddzielenie mikroplastikow od badanej wody, co uzyskuje si¢ za pomoca wilasciwie
prowadzonego procesu filtracji. Stad zasadno$¢ zastosowania metod spektroskopowych
jako metod nieinwazyjnych i jednocze$nie czutych na wykrywanie mikroplastikow do
badania ianalizy mikroplastiku oroznej wielko$ci czgstek. Zastosowanie metod
spektroskopowych, wtym mikroskopii Ramana jako jednej z najodpowiedniejszych
metod do identyfikacji mikroplastiku, pozwala na detekcje czastek/widkien 0 rozmiarach
mikronowych i submikronowych, wystepujacych w wodzie wskutek jej kontaktu
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z materialami tworzywowymi jakimi sg m.in. rury wodociggowe i przylacza wodocia-
gowe.

Cze$¢ eksperymentalna: Zastosowanie metod spektroskopowych, zwlaszcza metod
spektroskopii wibracyjnej, pozwala na bardziej precyzyjne oznaczanie iidentyfikacje
mikroplastikow, W poréwnaniu z metodami kalorymetrycznymi czy morfologicznymi
np. mikroskopia optyczna i elektronowa. Metody te czgsto nie wymagaja zaawansowa-
nej techniki analitycznej przygotowania probek i obrobki chemicznej [1]. Spektroskopia
Ramana i spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR) sa nieniszczg-
cymi technikami stosowanymi do wykrywania drgan atomowych, ktére pozwalaja na
szybka identyfikacje materialtow. Mikroskopia ramanowska (p-Raman) pozwala na
identyfikacj¢ $ladowych ilosci materiatu, dzigki swojej czulosci oraz wysokiej
rozdzielczosci przestrzennej i osiowej rzedu mikrometréw lub mniejszej. Metoda ta stata
si¢ jedna z najpopularniejszych technik analitycznych w ostatnich dwoch dekadach.
Techniki spektroskopii wibracyjnej sa najczgsciej stosowane do analizy skladu
mikroplastikow (MPs). W pracy, ze wzgledu na szybko$¢ pomiaru, tatwo$é przygotowa-
nia probek, duza powtarzalno$¢ pomiaréw i doktadnoé¢, skupiono si¢ na technice
ramanowskiego rozpraszania §wiatla.
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Rys.1. Uklad filtracyjny do pozyskania mikroplastikow z instalacji wodociggowej.

Procedura badawcza pozwalajaca na analizowanie mikroplastikow w wodzie polega
W pierwszym etapie na odpowiedniej procedurze filtracji wody, bez udzialu elementow
polimerowych w uktadzie filtrujacym, jak rowniez otoczeniu oraz calym uktadzie
eksperymentalnym. Zastosowany w badaniach uktad filtracyjny przedstawiono na rys.1.
Po wyodrgbnieniu elementéw z wody nastgpuje etap detekcji, analizy mikroczastek,
pomiaru spektroskopowego i identyfikacji danego materiatu. Schematycznie przygoto-
wanie i kroki analizy spektroskopowej przedstawiono na rys.2.

Do badan mikroplastikow, pozyskanych z instalacji wodociagowych, zastosowano
spektrometr ramanowski inVia Renishaw, wyposazony w konfokalny mikroskop
optyczny pozwalajacy dokonywaé analizy z duza rozdzielczoscia przestrzenng rzgdu
lum, co jest istotne do detekcji uktadow mikroskopowych. Uktad eksperymentalny
pozwala na obrazowanie czastek mikroplastikow atym samym rozrdéznianiu jakiego
typu polimery zostaly zarejestrowane W wodzie wodociggowej iich precyzyjne
rozréznienie W badanej probce, wyselekcjonowanej W wyniku wcze$niejszego procesu
filtracji.
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Rys.2. Metodologia pozyskania i identyfikacji czastek mikroplastikow z wody i ich analiza widmowa na bazie
widm referencyjnych [2].
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Rozréznienie i identyfikacja polegaja na poréwnaniu otrzymanych widm eksperymen-
talnych  z widmami referencyjnymi pochodzacymi od czystych polimerow
a stanowigcych wzorcowa baz¢ widm identyfikacyjnych danych zwigzkéw polimero-
wych [2]. Przykladowe widma wzorcowe typowych polimerow wraz 2z opisem
charakterystycznych pasm ramanowskich dla tych zwigzkow przedstawiono na rys.3 [3].
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Rys.3. Widma ramanowskie typowych polimeréw wraz z opisem charakterystycznych pasm ramanowskich
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Wyniki: Obraz mikroskopowy wyselekcjonowanych (rys.4) czastek mikroplastiku
pozyskanych w procesie filtracji obrazuje widkna polimerowe uwalniajace si¢
z typowych rur wodociagowych W wyniku mechanicznego odziatywania przepltywajace;j
wody i uwalniania si¢ wldkien polimerowych. Analiza wystepujacych mikroplastikow
w wodzie wodociagowej pozwolita na wyodrebnienie W wyniku filtracji a nastgpnie
analizy spektroskopowej wystepowanie nastgpujacych zwiazkéw polimerowych takich
jak: polietylen (PE), polipropylen (PP), polichlorek winylu (PVC) —rys. 5.

Rys.4. Obraz mikroskopowy wiokien mikroplastikow pozyskanych w wyniku filtracji wody.
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Rys.5. Widma ramanowskie otrzymane z badanych wiokien mikroplastikow, PE-polietylen, PP-polipropylen,
PVC-polichlorek winylu.

Na podstawie analizy pasm ramanowskich wyselekcjonowane specyficzne pasma
wystepujace W typowych polimerach wchodzacych w sktad materiatdéw, z ktérych
wykonane sa rury wodociggowe. Dla potwierdzenia konkretnych mikroczastek
polimerowych, wystepujacych W materiale bedacym efektem filtracji, wykorzystano do
poréwnania widma wzorcowe zwigzkow polimerowych [4]. Na tej podstawie wyselek-
cjonowano konkretne zwigzki polimerowe uwalniajace sic do wody w wyniku jej
oddzialywania  zrurami  wodociggowymi, glownie  wynikajace  Z przeptywu
i oddziatywan mechanicznych. Zaproponowana procedura identyfikacyjna pozwala
réwniez na szersze badania, takie jak mapowanie catych obszaréw zbiorow mikrowto-
kien i wprowadzenie do catej procedury analizy map ramanowskich metod chemome-
trycznych w celu badania rozktadu czastek polimerow w badanym materiale oraz ich
ilociowe oszacowanie, poza samg identyfikacja mikroczastek.

Whioski: Mikroskopia ramanowska jest uzyteczng technikg do detekcji mikro-
i submikronowych czastek plastiku wystepujacych w instalacjach wodociggowych
i pozwala na jej szybka identyfikacj¢ oraz wydzielenie w badanej probie rodzaju
wystepujacych zwiazkdéw polimerowych. Zastosowanie odpowiedniej techniki filtracji,
wydzielenia mikrowtdkien iprocedury badawczej z zastosowaniem spektrometru
pozwala na szybka irzetelng kontrole probek wodociagowych w celu ustalenia
zwickszonego wydzielania si¢ mikroczastek i nadzor nad instalacja dostarczania wody.

Badania zostaly wykonane wramach Grantu Rektorskiego 0511/SIGR/2252 realizowanego na
Politechnice Poznanskiej
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BADANIE | IDENTYFIKACJA WEOKIEN MIKROPLASTIKU
POCHODZACEGO ZE SRODOWISKA NATURALNEGO

Z. SAMBOR', K. OLSZEWSKA', A. KALISZEWICZ? K. KARABAN’
T. RUNKA!, 'Politechnika Poznanska, Instytut Badan Materialowych i Inzynierii
Kwantowej, ul. Piotrowo 3, 60-965 Poznan, “Uniwersytet Kardynata Stefana Wyszyn-
skiego, Instytut Nauk Biologicznych, ul. Woycickiego 1/3, 01-938 Warszawa.

Abstrakt: Materialty polimerowe znajduja zastosowanie W prawie kazdej galezi
przemystu miedzy innymi: produkcji lekow, przemysle motoryzacyjnym oraz wytwa-
rzaniu opakowan na zywno$¢ czy napoje. Ze wzgledu na wszechobecno$¢ tych
materiatdw, wzrasta zanieczyszczenie Srodowiska, zwlaszcza malymi fragmentami
powstajacymi W wyniku rozpadu duzych materiatow polimerowych, co przyczynia si¢
do powstawania drobin zwanych mikroplastikiem. Mikroplatik, szczeg6lnie mikrowtok-
na, charakteryzuja si¢ lotnoscia dzigki czemu jest W stanie tatwo przemieszczac si¢ za
posrednictwem opadow atmosferycznych i wiatru w rodowisku naturalnym, ale takze
tatwo rozktada si¢ w $rodowisku wodnym bogatym w tlen i dziatanie promieniowania
stonecznego [1]. Dokonano badan probek mikroplaktiku pochodzacego z Pojezierza
Mazurskiego i Suwalskiego Parku Krajobrazowego, dzigki czemu zidentyfikowano
materiat budulcowy widkien pozyskanych z jeziora, atakze ich potencjalne zrodia
transportu.

Woprowadzenie: Jako mikroplastik definiuje si¢ fragmenty dowolnego tworzywa
sztucznego o rozmiarach ponizej 5 mm (rys.1). Wspotczesnie wyroznia sie dwa rodzaje
mikroplaktiku: pierwotny i wtorny [2]. Pierwotne drobiny mikroplaktiku to takie, ktore
zostaty wyprodukowane w sposob celowy do zastosowan przemystowych jako sktadniki
kosmetykow czy peeling do oczyszczania powierzchni metalowych z rdzy iinnych
materiatdw osadowych. Natomiast proces powstawania mikroplastiku wtornego jest
odwrotny do pierwotnego. Wtdrny mikroplastik powstaje na skutek rozpadu wigkszych
materiatdw wykonanych z tworzyw sztucznych takich jak na przyktad: butelki po
wodzie z politereftalanu etylenu znanego powszechnie jako PET. Proces ten zachodzi
zardbwno W $rodowisku wodnym jak ina ladzie. Z biegiem czasu procesy fizyczne,
chemiczne oraz biologiczne wptywaja na zmniejszenie integralnosci strukturalnej, co
powoduje fragmentacj¢ materiatu [2, 3]. Tworzywa sztuczne, wystawione na dluga
dziatalno$é stonca, tatwo ulegaja fotodegradacji. Swiatto ultrafioletowe (UV), bedace
cz¢$cig widma promieniowania stonecznego, powoduje utlenianie matrycy polimerowej,
w rezultacie dochodzi do rozerwania wigzan chemicznych. Taki proces niszczenia
prowadzi do wyplukiwania z plastiku sktadnikow, migdzy innymi utwardzaczy czy
plastyfikatorow, ktorych zadaniem jest zwiekszenie trwato$ci i odpornosci na korozje.
Nalezy nadmieni¢, ze fragmentacja jest procesem ciaglym, drobiny rozpadaja si¢ na
coraz mniejsze, formujac mikroplastik, az w koncu osiggaja rozmiary nanoplastiku
(ponizej 100 nm). Stanowi on jeszcze wigksze zagrozenie dla calego ekosystemu niz
mikroplastik, poniewaz jest niewidoczny gotym okiem, a jego ilos¢ w ekosystemie stale
rosnie [2].
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Rys.1. Fragmentacja tworzywa sztucznego.

Obieg mikroplistiku w przyrodzie mozna podzieli¢ na kilka szlakow transportu. Szacuje
si¢, ze najwickszy udziat w dostarczaniu drobin plastiku do srodowiska wodnego maja:
potow ryb, Scieki komunalne oraz $mieci, ktére zostaly wyrzucone do zbiornikow
wodnych (opis rozpadu podano powyzej). Scieki komunalne nalezy rozumie¢ jako wode
uzytkowa, czyli stosowang do mycia i prania [4]. To wlasnie stad pochodzi najwickszy
odsetek utrwalanych chemicznie wtokien celulozy (az 98% bawelny), akrylu oraz
kopolimeréw znajdujacych si¢ W kosmetykach. Warto rowniez wspomnie¢, ze zrodtem
dostarczajagcym zanieczyszczenia do wod w postaci mikro- i nanoplastiku sg rowniez
rury kanalizacyjne, ktore W przewazajacej czgsci sa wykonane z PVC. Na skutek
ciaglego przeptywu wody, dochodzi do degradacji powierzchni rur, w rezultacie czego
uwalniane sg z nich drobiny z powyzej wspomnianego polimeru [2,5].

Cze$¢ eksperymentalna: Badanym materiatem byly widkna mikroplastiku pozyskane
Z jezior Suwalszczyzny, ktore zostaly wylowione za pomocg siatki planktonowej
0 $rednicy wlotu 23 c¢m i 0 $rednicy oczek 20 pm. Nastepnie widkna zostaty oczyszczo-
ne z materii organicznej i zliczone przy wykorzystaniu mikroskopu Keyence VHX-7000
(powigkszenie 500—-1000x). W kolejnym kroku poddano je pomiarom spektroskopowym
w celu identyfikacji materiatu z ktérego wykonane jest wiokno. Zastosowano w tym celu
mikroskop Ramana InVia firmy Renishaw. Widma Ramana zarejestrowano wykorzystu-
jac linie wzbudzajaca 785 nm, a moc wiazki wynosita 2mW. Taki dobor nastawien
podyktowany byt ryzykiem dekompozycji termicznej witdkien iwysokim poziomem
fluorescenciji.

Whyniki: Badania spektroskopowe zdepolaryzowanych widm Ramana wykonano dla
jednego z jezior Suwalszczyzny, czyli jeziora Mikolajskiego. Do analizy wybrano 30
wtokien, ale tylko cze$¢ znich dawala mierzalny sygnat. Pomiary rozpraszania
ramanowskiego przeprowadzono w zakresie od 100-3200 cm™. Analiza uzyskanych
wynikdw pozwolita zidentyfikowa¢ odpowiedni material budulcowy witokna, dzigki
charakterystycznym dla polimeru pasmom w widmie Ramana.

Materiaty, ktére przypisano do poszczegdlnych wldkien to: politereftalan etylenu (PET)
(5 witokien), Politereftalan etylenu z dodatkiem barwnikow (2 wildkna), polipropylen
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(PP) (2 witokna), celuloza (bawelna) z barwnikami (3 widkna). Pozostate witdkna
posiadaty wysoki poziom tla istabe pasma, w konsekwencji czego nie dokonano
identyfikacji pozostatego materiatu.

Wiokno z polipropylenu bylo jednym z najlepiej mierzalnych widkien w catym zbiorze
wilokien z jeziora Mikotajskiego. Na polipropylen (rys.2) wskazuje grupa pasm od 750
cm™ do 1500 cm™ oraz pasma odpowiadajace za rozciagnie wiazan C-H w grupach CH,
w obszarze 2750 cm™ do 3000 cm™.
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Rys.2. Widma polipropylenu (PP).

Roéznice w intensywno$ci pasm W poszczegdlnych widmach PP, moga wynikaé
z roznych dodatkow lub odmiany, ale nadal w pelni zachowany jest uktad pasm widma
typowego dla polipropylenu.

W przypadku wiokien z czystego PET-u widoczny jest charakterystyczny dublet
wystepujacy W okolicach pomigdzy 1580 cm™ a 1750 cm™ (drgania grup karbonylowych
C=0) oraz grupa pasm, ktéra wystepuje w zakresie od 500 cm™ do 1000 cm™ (rys.3a).
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Rys.3. Widma: a) politereftalanu etylenu (PET) i b) politereftalanu etylenu (PET) z barwnikami

Natomiast wiokna wykonane z PET-u z dodatkiem barwnikow (rys.3b), odznaczaja si¢
wysokim poziomem fluorescencji, co wptywa na przekrycie sygnatu Ramana, w wyniku
czego pasma posiadajg stabszag intensywno$¢ i ulegaja deformacji W porownaniu do
czystego PET-u. Zakres od 1100 cm™ do 1450 cm™ odpowiada barwnikowi.

Whioski: Dzigki zarejestrowanym zdepolaryzowanym widmom Ramana udalo sig
ustali¢ material z jakiego wykonane zostalty wlokna pozyskane z jeziora Mikotajskiego.
Najwigksze zanieczyszczenie stanowity wiokna z materiatow polimerowych takich jak:
politereftalan etylenu (PET) i polipropylen (PP). Prawie wszystkim wioknom mozna
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przypisa¢ pochodzenie antropogeniczne. Biorgc pod uwaga polozenie jeziora Mikotaj-
skiego i srodowisko otaczajace je, kazdemu z materiatdw mozna przyporzadkowaé
doktadny rodzaj sektora gospodarki, ktory stanowi jego zrddto. W przypadku PET-u
znajduje on szereg zastosowan jak: w produkcji butelek do napojow gazowanych i wod
mineralnych. Idealnie sprawdza si¢ réwniez W przemysle wiokienniczym, na przyktad
jako witokna izolacyjne ubran zimowych, wypelnienia $piworéw oraz w budownictwie.
Z koleji PP dodawany jest do mas bitumicznych, opon samochodowych w celu
uplastycznienia ich, atakze jest stosowany jako dodatek do rur, izolacji przewodow
elektrycznych, foli oraz produktow gospodarstwa domowego, czy material do pokrycia
dachow domoéw. Dlatego wiasnie z wzgledu na sasiedztwo duzej aglomeracji w postaci
miasta Mikotajki, baze hotelowa zlokalizowang nad samym brzegiem jeziora, a takze
park wodny oraz duze natezenie transportu wodnego i rekreacji w postaci sportow
wodnych jak wio$larstwo, wiokna polimerowe stanowig najwigkszy procent zanieczysz-
czenia W jeziorze. Trudnoscig jaka napotkano przy pomiarach byta wysoka fluorescencja
niektorych wiokien, wynikajaca prawdopodobnie z zanieczyszczen, ktorych nie udato
si¢ usungé W procesie oczyszczania lub ze wzgledu na dodatki zawarte w materiale.
Z wzgledu na to, czasami trudno bylo przypisa¢ pasma do konkretnego materiatu,
poniewaz fluorescencja przykrywatam aktywne pasma w widmie Ramana. Ponadto
niektore wiokna ulegaty przepaleniu nawet przy matych mocach wiazki lasera, co moze
$wiadczy¢ 0 organicznym pochodzeniu widkna.

Prace wspélfinansowano w ramach projektu 0511/SBAD/2351
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ZASTOSOWANIE NANOTLENKU CERU W ADSORPCJI
JONOW As(III) I As(V) Z ROZTWOROW WODNYCH

K. MORLO?, J. LUPA? R. OLCHOWSKI®, R. DOBROWOLSKI*, *Uniwersytet
Marii Curie-Sklodowskiej, Wydziat Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra
Chemii Analitycznej, pl. Marii Sktodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin, “Uniwersytet
Marii Curie-Sklodowskiej, Wydziat Chemii, Instytut Nauk Chemicznych, Katedra
Chemii Fizycznej, pl. Marii Sklodowskiej-Curie 2, 20-031 Lublin, *Uniwersytet
Przyrodniczy, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Katedra Farmakologii, Toksykologii
i Ochrony Srodowiska, ul. Akademicka 12, 20-950 Lublin.

Abstrakt: W pracy zaprezentowano procedur¢ syntezy nanotlenku ceru. Omoéwiono
takze optymalizacje adsorpcji jonow As(II) i As(V) na otrzymanym nieorganicznym
materiale z roztworéw wodnych. W tym celu zbadano wptyw pH oraz czas kontaktu faz
na zdolnosci adsorpcyjne jonow As(II) i As(V) na otrzymanym tlenku ceru. Dodatkowo
wyznaczono maksymalne pojemnosci adsorpcyjne badanego materiatu wzgledem jonow
As(I11) i As(V).

Woprowadzenie: Arsen jest jednym z najbardziej niebezpiecznych zanieczyszczen
z powodu jego wysokiej toksyczno$ci juz przy niewielkich stezeniach, a takze trudno$ci
jego wykrywaniu. U osob narazonych na nadmierne dawki arsenu rozwijaja si¢ choroby
uktadu oddechowego, zoltadkowo — jelitowe, hematologiczne, watrobowe, nerkowe,
skorne, neurologiczne i immunologiczne. Arsen dobrze rozpuszcza sie w wodzie, wigc
takze w ptynach ustrojowych, mogac gromadzi¢ si¢ W tkankach organizméw zywych
i powodowa¢ zmiany W strukturze DNA. Zanieczyszczenie wod gruntowych arsenem
jest powaznym problemem $rodowiskowym i zdrowotnym na skale $wiatowa. Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) zaleca, aby maksymalne stezenie arsenu W wodzie pitnej
nie przekraczalo 10 pg/L. Do regionow skazonych arsenem nalezg Bangladesz, Indie,
Mongolia, Chiny, a takze wschodnia Chorwacja. W 2003 roku szacowano, ze ponad 50
miliondéw ludzi w Bangladeszu pito wodg 0 Stgzeniu arsenu przekraczajagcym krajows
norme 50 pg/L. Kraje takie jak Tajwan i Tajlandia zgtosity duzy odsetek wod grunto-
wych zanieczyszczonych arsenem na poziomie od 100 do 2000 pg/L. Najczestszymi
zrodtami arsenu nienaturalnie wprowadzonego do $rodowiska sg Scieki przemystowe
pochodzace z elektrowni weglowych, hutnictwo, spalanie odpadéw, gornictwo, ale
réwniez rolnictwa. Obecnie dominujacymi formami arsenu W Srodowisku sa As(V),
najczgséciej wystepujacy w wodach powierzchniowych oraz As(l11) — najczesciej obecny
w beztlenowych wodach gruntowych. Formy specjacyjne arsenu réznig si¢ W zaleznosci
od warunkéw redoks, pH, obecnoéci innych substancji oraz materii organicznej
w $rodowisku. Charakterystyczne formy specjacyjne As(III) i As(V) obecne
w warunkach tlenowych to mono- i diwartosciowe formy oksyanionowe (rys.l).
Toksyczno$¢ i mobilnos¢ arsenu zalezy od jego specjacji. As(V) jest mniej toksyczny
dla ludzi itatwiejszy do usunigcia niz As(III). Roznica W toksycznoéci zostata
przypisana podwojnemu wigzaniu arsenu z tlenem w czgsteczce kwasu arsenowego(V),
co wptywa na jego zdolnos¢ do dysocjacji. Dodatkowo nieorganiczne formy arsenu sa
bardziej mobilne
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od organoarenowych. Trudno$ci W zidentyfikowaniu Zrodet arsenu i zrozumieniu jego
mobilnoéci  w wodach gruntowych oraz zdolno$ci do chronicznego zatruwania
srodowiska odnowily zainteresowanie tym toksycznym pierwiastkiem na catym $wiecie

[1,2].
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Rys.1. Formy specjacyjne As(l1) i As(V) w funkcji pH w temperaturze 25 °C.

W ostatnich latach zostaty przeprowadzone liczne badania dotyczace ogolnego
wystepowania, toksycznosci i remediacji arsenu. Technologie oczyszczania srodowiska
z arsenu mozna podzieli¢ na trzy gtdéwne grupy: technologie konwencjonalne, technolo-
gie ulepszone i technologie wschodzace. Do metod konwencjonalnych nalezg stracanie,
koagulacja, flokulacja, adsorpcja wymiana jonowa oraz filtracja membranowa. Jedna
z powszechnie stosowanych metod usuwania arsenu jest adsorpcja, ktora moze by¢
stosowana jako proces koncowy w uzdatnianiu wody pitnej do spozycia. W procesie
adsorpcji adsorbat jest przenoszony z fazy cieklej na powierzchni¢ ciata statego, gdzie
zostaje wigzany fizycznie lub chemicznie. Adsorbenty obejmujg szeroka skale
materiatdw wsrod, nich znajduja si¢ tlenki metali, do ktorych nalezy tlenek ceru. Jest to
jeden z najczesciej wykorzystywanych i najtanszych tlenkéw metali ziem rzadkich. Ze
wzgledu na swoje specyficzne wiasciwosci fizykochemiczne jest powszechnie
wykorzystywany jako Kkatalizator, materiat elektrolitowy dla ogniw paliwowych,
material chronigcy przed promieniowaniem UV. Spoérdd tlenkéw metali ziem rzadkich
tlenek ceru posiada najnizszg rozpuszczalno$¢ w kwasach, atakze nie ulega elucji
podczas usuwania szkodliwych jonow z wody. Dlatego uwaza sig, ze jest to jeden
Z obiecujacych alternatywnych adsorbentow w usuwaniu niebezpiecznych substancji.
Tlenek ceru wykazatl wysoka zdolnos¢ adsorpcyjna wzglgdem anionéw takich jak
fluorki, chromiany(V1) i arseniany(lll) i (V). Posiada on duza powierzchni¢ wlasciwa,
fatwo dostepng struktur¢ poréow, jest stabilny chemicznie i fizycznie, wykazuje
specyficzne powinowactwo do zanieczyszczen, atakze wyrdznia si¢ odpowiednimi
rozmiarami czastek wymaganymi do projektowania metod oczyszczania wody
zanieczyszczonej arsenem. Dziatanie tego adsorbentu wynika z reakcji chemicznych
zachodzacych na powierzchni, aich reaktywno$¢ jest skorelowana z defektami
powierzchniowymi. Zazwyczaj dostosowanie morfologii irozmiaréw czgstek tlenku
generuje duza powierzchni¢ i niezliczona ilos¢ miejsc adsorpcyjnych, ktére moga
skutecznie zaadsorbowac rézne formy specjacyjne arsenu z roztworéw wodnych. Oprécz
grup hydroksylowych na powierzchni tlenku ceru znajduje si¢ takze Ce(1V), ktory jest
zdolny do utlenienia As(lll) w wodzie ze wzgledu na wysoki potencjat redoks.
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Aktywno$¢ tlenku ceru jest zalezna od stosunku Ce(III)/Ce(IV), na powierzchni
adsorbentu, na co duz