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ABSTRACT

The main scientific publications on chemistry and techno-
logy of light-sensitive materials, published by the Chemistry and
Technology of Photographic Processes Group are listed. The
main scientific and research activities performed in this unique
group in Poland are presented. The technological achievements
which have been applied in the Polish photochemical industry
are also described. Additionally, the teaching achievements at the
academic level of the Chemistry and Technology of Photogra-
phic Processes Group are described.
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POWSTANIE | PRZEMIANY KATEDRY FOTOTECHNIKI

Katedra Fototechniki zostata powotana na wniosek Senatu polgczonych
wowczas uczelni Uniwersytetu i Politechniki Wroctawskiej na Wydziale Mate-
matyczno-Przyrodniczym. Dziatalno$¢ swojg rozpoczeta 31 pazdziernika 1946 r.
w wyniku opublikowania rozporzadzenia nr 319 ministra o$wiaty, zawartego
w Dzienniku Urzedowym Ministerstwa OS$wiaty nr 11 [1], Inicjatorem utwo-
rzenia tej placéwki naukowo-dydaktycznej oraz jej gtéwnym organizatorem
i wieloletnim kierownikiem byt Profesor Witold Romer (1900 1967), ktory
wlatach 1931 1939 kierowat Katedrg Fotografii Wydziatu Architektonicznego
przedwojennej Politechniki Lwowskiej [2 5], W powojennym czasie odbudo-
wy wszystkich dziedzin zycia nastepowata réwniez odbudowa szkolnictwa fo-
tograficznego na wszystkich poziomach ksztatcenia oraz w réznych aspektach
szeroko rozumianej fotografii. Pisat o tym prof. W. Romer na tamach 6wczes-
nej prasy fotograficznej [6], powotujagc sie rowniez na opinie prof. J. Buthaka
(1876-1950) w sprawie fotografii artystycznej i krajoznawczej [7] oraz prof.
A. Galeckiego (1882-1962) w sprawie fotografii uzytkowej i technicznej [8].
Prof. W. Romer kierowat wroctawska Katedrg Fototechniki do 19 kwietnia
1967 r., kiedy to nagta Smieré przerwala jego tworczg dziatalnos¢ naukowa
i dydaktyczng. W tym roku kierownictwo Katedry objat éwczesny doc. dr hab.
inz. Wiadystaw Markocki (1910 1993) —wychowanek prof. W. Romera i jego
bliski wspotpracownik jeszcze z czasow Politechniki Lwowskiej. W 1979 r.
kierownictwo Zaktadu Fototechniki przejat prof. dr inz. Adam Zaleski —jeden
z pierwszych absolwentow wroctawskiej Katedry Fototechniki, réwniez wy-
chowanek i bliski wspdtpracownik prof. W. Romera.

1 kwietnia 1947 r. Katedra Fototechniki przechodzi z Wydziatu Matema-
tyczno-Przyrodniczego do Wydzialu Matematyki, Fizyki i Chemii z Oddzia-
tem Chemii Technicznej Uniwersytetu i Politechniki Wroctawskiej, gdzie pozo-
staje do 1 wrzesnia 1951 r. [9], aby nastepnie po rozdzieleniu Politechniki
i Uniwersytetu wejs¢ w sktad Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej.
31 sierpnia 1968 r. nastepuje restrukturyzacja placéwek naukowych Politech-
niki Wroctawskiej [10], Samodzielne katedry naukowe zostaty zlikwidowane,
a w ich miejsce utworzono instytuty naukowe. Katedra Fototechniki weszia
woweczas do Instytutu Chemii Organicznej i Fizycznej Wydziatlu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej i zmienita nazwe na Zaktad Fototechniki. W 1993 r.
Zaktad Fototechniki przeszedt do nowo powstatego Instytutu Chemii Fizycz-
nej i Teoretycznej Politechniki Wroctawskiej, gdzie pozostaje do dzisiaj [11].

CHARAKTERYSTYKA DZIALALNOSCI NAUKOWEJ

Na przestrzeni ponad 50-letniej historii Katedry i Zaktadu Fototechniki
powstato ponad 400 opublikowanych prac naukowych, kilkadziesigt opraco-
wan przemystowych oraz kilka kompletnych technologii zakoficzonych sukce-
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sem wdrozeniowym. Szczegdlnie cenne opracowania technologiczne dotyczyty
nowoczesnych metod syntezy emulsji fotograficznych, produkcji unikatowych
typoéw materiatdw poligraficznych — wprostpozytywowychl i infekcyjnych2,
materiatow defektoskopowych i radiologicznych oraz emulsji do rejestracji
toréw czastek jonizujgcych — tzw. emulsji jadrowych. Pracownicy Zaktadu
Fototechniki czynnie uczestniczg w wielu krajowych i kilkudziesieciu zagrani-
cznych kongresach i konferencjach naukowych, publikujgc tam oryginalne pra-
ce naukowe o fundamentalnym znaczeniu dla technologii materiatow Swiatto-
czutych.

We wrzesniu 1968 r. w Zakopanem zostata zorganizowana przez pracow-
nikow Katedry, z udzialem przedstawicieli polskiego przemystu fotochemicz-
nego, miedzynarodowa Konferencja Teorii i Technologii Procesu Fotograficz-
nego [12]. Inicjatorem spotkania w Polsce wiekszosci uznanych w tej dziedzi-
nie autorytetéw z catego Swiata byt prof. W. Romer, ktory niestety nie doczekat
uczestnictwa w tej jedynej w Polsce, jak dotychczas, miedzynarodowe]j kon-
ferencji naukowej z dziedziny chemii i technologii procesu fotograficznego.
Przez wiele lat Zaktad Fototechniki wspétuczestniczy w organizacji krajo-
wych zjazddw naukowych, sympozjow i konferencji, ktorych celem jest wymia-
na doswiadczen, szkolenie oraz popularyzacja wiedzy o fotografii w bardzo
szerokim pojeciu. Za najbardziej owocne przedsiewziecia nalezy uznaé sympo-
zja naukowe organizowane wspdélnie z Warszawskimi i Bydgoskimi Zaktadami
Fotochemicznymi [13-18] oraz naukowe sympozja organizowane wspdlnie
z Sekcjg Fotografii Naukowej Zwigzku Polskich Artystow Fotografikéw z od-
dziatem we Wroctawiu [19-24]. Wynikiem tych spotkan byly wydawane dru-
kiem materiaty konferencyjne, ktére stuzg jako Zrodto oryginalnych opraco-
wan rzadko poruszanych zagadnien praktyki fotograficznej, technologii i pod-
stawowych zagadnien teoretycznych zwigzanych z procesem fotograficznym.
Sg one ponadto dowodem szczegdlnego rodzaju entuzjazmu i checi wspdlngj
pracy wielu ludzi, ktérym przyswiecat cel podnoszenia kwalifikacji, populary-
zacji wiedzy oraz wymiany doswiadczen na polu podstaw teoretycznych proce-
sow fotograficznych i fotografii artystycznej i technicznej.

Dziatalno$¢ naukowa, badawcza i dydaktyczna Zakladu Fototechniki
skupiata sie gtéwnie wokot technicznej strony procesu fotograficznego, a zwdasz-
cza opartego na Swiattoczutosci krysztatow halogenkdéw srebra. Pomimo fat-

1 Materiaty wprostpozytywowe, w przeciwienstwie do powszechnie uzywanego dwustop-
niowego procesu negatyw-pozytyw, pozwalajg na uzyskiwanie nie odwréconych (prostych) war-
tosci tonalnych obrazu fotograficznego w jednostopniowej obrébce chemicznej. Szczeg6lne za-
stosowanie majg w poligrafii, gdyz umozliwiajg dwukrotne zmniejszenie zuzycia materiatow foto-
graficznych.

2 Materiaty infekcyjne pozwalajg na uzyskiwanie skrajnie wysokich kontrastowos$ci obrazow
fotograficznych przez wykorzystanie zjawiska ,,zarazania” stabo naswietlonych krysztatow halogen-
kow srebra, usytuowanych w sasiedztwie silniej naswietlonych krysztatéw, wywotywanych w wywo-
tywaczu fotograficznym o specjalnym sktadzie.
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wosci uzyskiwania obrazéw fotograficznych, zaréwno z punktu widzenia teore-
tycznego, jak i technologii produkcji réznorodnych warstw $Swiattoczutych,
proces fotograficzny jest bardzo skomplikowany. Uzyskiwanie wiec postepu
technicznego oraz utrzymanie technologii produkcji na odpowiednio wysokim
poziomie wymaga obszernych prac badawczych prowadzonych nie tylko w za-
ktadach produkcyjnych, ale rowniez w zaktadach naukowych. Jednak tematy-
ka prac prowadzonych w Zaktadzie Fototechniki Politechniki Wroctawskiej
obejmowata i dotychczas obejmuje zagadnienia, ktorych charakter wynika nie
tylko z potrzeb rodzimego przemystu fotochemicznego, ale rowniez z nauko-
wych zainteresowan pracownikow, ktore przeniesione zostaty m.in. z przed-
wojennej Katedry Fotografii Wydziatu Architektonicznego oraz Instytutu Fo-
tograficznego Politechniki Lwowskiej. Obecnie profil dziatalno$ci naukowej
Zaktadu Fototechniki ulegt znacznemu rozszerzeniu, zwlaszcza w zakresie te-
chnologii uzyskiwania emulsji fotograficznych o okre$lonych wiasciwosciach
uzytkowych, metod ich sporzadzania oraz metod sensytometrycznego 3i struk-
turometrycznego4 badania wihasciwosci obrazéw fotograficznych. Obszar dzia-
falnodci naukowej i badawczej Zaktadu Fototechniki, jaki zarysowat sie w cia-
gu ostatnich 50 lat, obejmuje nastepujace zagadnienia:

— ziarnistosci i rozdzielczosci materiatéw fotograficznych,

— technologii sporzadzania halogenosrebrowych emulsji przeznaczonych
do rejestracji torow czastek jonizujacych i promieniowania wysokoenerge-
tycznego,

— technologii sporzadzania skal i podziatek o wysokiej doktadnosci dla
przemystu optycznego,

— technologii sporzadzania oraz badania wiasciwosci modelowych emul-
sji halogenosrebrowych zawierajgcych krysztaty o okreslonych formach prze-
strzennych,

— rozpraszania Swiatta w warstwach fotograficznych,

— technologii  sporzadzania materiatdbw graficznych, infekcyjnych
i wprostpozytywowych,

— technologii sporzadzania materiatow fotograficznych do holografii,

— mechanizméw kontrolowanego zarodkowania i wzrostu krysztatow
halogenkéw srebra,

— wplywu wybranych zwigzkéw organicznych na wzrost i formy prze-
strzenne krysztatow halogenkdw srebra,

3 Sensytometria fotograficzna obejmuje metody badania i oceny wiasciwosci uzytkowych
materiatow Swiattoczutych, a zwlaszcza: czutosci naswietleniowej, kontrastowosci, optycznej gesto-
sci minimalnej i maksymalnej, uzytecznej rozpietosci naswietlen itp.

4 Strukturometria fotograficzna obejmuje metody badania i oceny nieciggtej natury obrazéow
fotograficznych. Najwazniejsze z nich to: ziarnisto$¢ optyczna, zdolnos$¢ rozdzielcza, ostro$¢ kon-
turowa, funkcja przenoszenia modulacji i funkcja rozpraszania $wiatta, funkcja autokorelacji i wid-
mo spektralnej gestosci mocy, wydajnos¢ kwantowa oraz stosunek sygnatu do szumu w zapisie
obrazu fotograficznego.
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— dotowania krysztatdbw halogenkdw srebra jonami metali,

— metod fotografii na nosnikach niesrebrowych,

— sensybilizacji chemicznej i spektralnej emulsji fotograficznych,

— efektywnosci sensybilizacji spektralnej i supersensybilizacjib,

— fotograficznych metod badania zelatyn,

— automatyzacji dwustrumieniowej metody syntezy emulsji fotograficz-
nych,

— sensytometrycznych i strukturometrycznych wiasciwosci materiatow
fotograficznych,

— metod strukturometrycznego badania obrazéw fotograficznych,

— konstrukcji i budowy aparatury przeznaczonej do badan nad proce-
sem fotograficznym,

— hybrydowych6 technik zapisu informacji obrazowej.

OKRES POLITECHNIKI LWOWSKIEJ
I 11 WOINY SWIATOWE]J]

Ze wzgledu na tematyke prac badawczych oraz powigzania osobowe
przedwojennej Katedry Fotografii Wydziatu Architektonicznego oraz Instytu-
tu Fotograficznego i obecnego Zaktadu Fototechniki wydaje sie uzasadnione
krétkie omowienie wazniejszych prac wykonanych w tych placéwkach jeszcze
przed Il wojng Swiatowa. Pierwsza publikacja W. Romera [25], kt6ra zdobyla
Swiatowy rozgtos, dotyczyta tonorozdzielczej techniki, nazwanej przez autora
izohelig. Za jej pomocg uzyskiwa¢ mozna ciekawe efekty graficzne o wyjat-
kowej ekspresji i plastyce obrazu, nieosiggalne w tym czasie innymi metodami.
W roku 1932 W. Romer uzyskuje angielski patent na nowg technike druku
map, tzw. kartochromie [26], a w 1934 r. doktoryzuje sie uzyskujac, jako pierw-
szy w Polsce, tytut doktora w dziedzinie fizykochemii procesu fotograficznego
[27]. Na uwage zastugujg rowniez dwie prace z zakresu sensytometrii foto-
graficznej. Pierwsza dotyczyta wyboru kryteribw pomiaru S$wiattoczutosci
[28], druga — sensytometrii papieréw fotograficznych [29]. W. Romer pub-
likuje rowniez wiele artykutéw popularnonaukowych z zakresu fotografii ar-
tystycznej, uzytkowej i amatorskiej [30-33],

W latach 1936-1939 zostaly wykonane przez W. Markockiego, w labora-
torium Fabryki Materiatéw Swiattoczutych Alfa w Bydgoszczy, syntezy ponad
100 barwnikéw uczulajagcych halogenki srebra w zakresie promieniowania

5 Supersensybilizacja jest zjawiskiem superaddytywnego dziatania na krysztaty halogenkow
srebra dwdch barwnikéw uczulajacych lub jednego barwnika i innej substancji chemiczng, ktérych
wsp6lne oddziatywanie jest bardziej efektywne niz dziatanie kazdego z osobna.

6 Hybrydowe techniki zapisu informacji obrazowej polegajg na taczeniu tradycyjnych, che-
micznych metod fotograficznych z komputerowg technika zapisu, przetwarzania i przechowywania
informacji obrazowe;j.
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widzialnego i podczerwieni [34]. W latach wojny W. Romer wykonat, pracujac
w angielskich laboratoriach firmy Kodak w Harrow, a nastepnie w lotniczych
laboratoriach badawczych RAF-u, wiele istotnych prac, ktére ze wzgledu na
militarny charakter byty publikowane tylko w formie specjalnych, wewnetrz-
nych raportéw [35-50] i byty zastosowane w rozpoznaniu fotograficznym pod-
czas ladowania aliantéw we Francji w czerwcu 1944 r.

POWOJENNA DZIALALNOSC WROCLAWSKIEJ KATEDRY
| POZNIEJSZEGO ZAKLADU FOTOTECHNIKI

Powojenna dziatalno$é badawcza i dydaktyczna Zaktadu Fototechniki
wynikata gtéwnie z potrzeb, zniszczonego przez wojne, polskiego przemystu
fotochemicznego. Kontynuowano rowniez prace naukowe z zakresu badan
struktury obrazéw fotograficznych. W ich wyniku opublikowano kilkadziesiat
prac naukowych obejmujacych gruntowng analize zjawiska ziarnistosci oraz
metod jej pomiaru wraz z konstrukcjg i budowg unikatowego instrumentu
pomiarowego [51-53] nazwanego granulometrem poréwnawczym. Przyrzad ten,
a takze spos6b pomiaru ziarnistosci subiektywnej metoda optycznego zrow-
nywania deseni ziarnistych cytuje sie do tej pory, poniewaz pozwalat uzyskiwac
w tamtym czasie wzglednie wysokie doktadnosci pomiaru [54, 55]. W Kated-
rze Fototechniki wyprodukowano kilka sztuk tego przyrzadu na potrzeby kra-
jowego przemystu fotochemicznego oraz na eksport. Cze$¢ zagadnien dotycza-
cych ziarnistosci i rozdzielczosci obrazéw fotograficznych podsumowano
w monografii Ziarnisto$¢ i rozdzielczo$¢ obrazéwfotograficznych [56], bedacej
kompendium wykfadéw W. Romera na Uniwersytecie Karola w Pradze.
Wspolne prace W. Romera i A. Zaleskiego pozwolity na sformutowanie nowe-
go pojecia wspotczynnika jakosci materiatow fotograficznych [57], wiazacego
w sobie dwie najwazniejsze wiasciwosci materiatdbw fotograficznych: Swiatto-
czutos¢ i ziarnisto$¢ optyczng. Réwniez prace W. Romera i T. Morawskiego
wykazaly, ze dotychczasowe poglady na absorpcje Swiatta przez ziarna srebra
zawarte w warstwie fotograficznej musza by¢ zmienione [58, 59]. Na uwage
zastuguja rowniez prace W. Romera i A. Zaleskiego poswiecone zagadnieniom
rozdzielczosci materiatow fotograficznych, pomiarowi zdolnos$ci rozdzielczej,
opracowaniu testdbw pomiarowych oraz warunkéw optycznych pomiaru. Prace
te znalazty zastosowanie przemystowe oraz doprowadzity do opracowania uni-
wersalnego testu pomiarowego znanego obecnie jako test rozdzielczosci Rome-
ra-Zaleskiego [60-64],

Rownolegle w Zaktadzie Fototechniki prowadzone sg przez W. Markoc-
kiego prace z zakresu syntezy tzw. emulsji jadrowych przeznaczonych do rejes-
tracji tordw czastek jonizujgcych oraz promieniowania wysokoenergetycznego
[65-69]. Opracowane technologie byty wykorzystywane przez wiele lat w bio-
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logicznych badaniach izotopowych, autoradiografii mineratéw oraz produkcji
bton dentystycznych i defektoskopowych.

Niezwykle cenne wyniki uzyskano w zakresie badan nad zarodkowaniem
i wzrostem krysztatow halogenkow srebra, zwiaszcza w zakresie syntezy emul-
sji modelowych metodg kontrolowanego wzrostu ostwaldowskiego7 [70, 71].
Po wieloletnich badaniach sprecyzowano warunki uzyskiwania modelowych
emulsji o okre$lonych formach przestrzennych krysztatéw halogenkdéw srebra
[72]. Prace [70-73] majg obecnie fundamentalne znaczenie w technologii syn-
tezy emulsji fotograficznych i sg cytowane w najpowazniejszych opracowa-
niach naukowych [74]. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykonano wiele
prac eksperymentalnych z zakresu sensybilizacji spektralnej, desensybilizacji
oraz wptywu zawartosci jodkéw w emulsjach fotograficznych [73], Zbadano
réwniez wptyw rodzaju zelatyny, stezenia nadmiarowych jonéw halogenowych
i amoniaku na morfologie i kinetyke wzrostu krysztatdw halogenkdéw srebra
[75-78]. Zagadnienia syntezy emulsji fotograficznych stanowia, jak dotych-
czas, gtowng problematyke dziatalnosci naukowej Zaktadu Fototechniki.

Interesujgce wyniki przyniosty prace nad rozpraszaniem Swiatta w warst-
wach fotograficznych [79-82], Zbadano wplyw rozpraszania $wiatta na grani-
czng warto$¢ kontrastowosci warstw fotograficznych oraz ksztatt krzywej cha-
rakterystycznej [83]. Ciekawe rezultaty przyniosty réwniez badania nad zagad-
nieniem odstepstw od fotochemicznego prawa Bunsena i Roscoe’s, zwanego
réwniez prawem odwrotnej proporcjonalnosci. W odniesieniu do badan pod-
stawowych zjawisk zachodzacych wskutek oddziatywania promieniowania ele-
ktromagnetycznego w krysztatach halogenkdw srebra, w wyniku czego po-
wstaje tzw. fotograficzny obraz utajony, badania te stanowig zrédto waznych
informacji [84-86].

W Zaktadzie Fototechniki wykonywane sg rowniez prace naukowe i ba-
dawcze z zakresu poligrafii [np. 87-100], inzynierii chemicznej [101] i zagad-
nien estetycznych [np. 102], Niektdére z prac uzyskujg ochrone patentowg [np.
71, 103, 120]. Publikuje sie wiele prac popularnonaukowych w krajowych i za-
granicznych czasopismach fotograficznych [np. 120-131] oraz wydawanych
przy okazji Miedzynarodowych Targéw Fotograficznych ,POLFOTO” [132,
133] i innych spotkan popularyzujgcych wiedze o fotografii.

Przez pewien czas w Zaktadzie Fototechniki prowadzone byty badania
nad fotopolimerami i zastosowaniem ich do produkcji skal mikroskopowych,
siatek dyfrakcyjnych oraz noniuszéw optycznych stosowanych w maszynach
cyfrowych [140-142]. Opracowano réwniez technologie produkcji materiatow
dwuazoniowych uruchomiona w Bydgoskich Zaktadach Fotochemicznych
~FOTON” [15, 142-144].

7 Wazrost krysztatow halogenkow srebra polegajacy na wykorzystaniu réznicy rozpuszczal-
nosci matych i duzych krysztatow, prowadzony przy zachowaniu odpowiedniego stezenia reaguja-
cych jonéw, pozwala na uzyskiwanie monodyspersyjnej populacji krysztatbw halogenkéw srebra
0 zatozonej wielkosci.



ZAKEAD FOTOTECHNIKI POLITECHNIKI WROCELAWSKIEJ) 165

Owocem dziatalnosci naukowej Zaktadu Fototechniki sg cztery monogra-
fie: Teoria procesufotograficznego W. Romera [134], Ziarnistos$¢ i rozdzielczo$é
obrazéwfotograficznych W. Romera [56], Chemia organiczna procesufotografi-
cznego W. Markockiego [135] oraz Systemy kontroli i regulacji wysokotem-
peraturowych proceséw obrobki chemicznej barwnych materiatdwfotograficznych
P. Nowaka [132], a takze opracowanie przez S. Jablonke i A. Zaleskiego
dwoch rozdziatdw w pracy zbiorowej Informacja obrazowa [136]. Pracownicy
Zaktadu Fototechniki sg ponadto wspdétautorami podrecznikow, ksigzek, haset
do encyklopedii techniki, skryptéw oraz wielu innych opracowan naukowych
i popularnonaukowych [np. 137-138].

W Zaktadzie Fototechniki wykonano wiele prac o charakterze techno-
logicznym wynikajacych z konkretnych potrzeb krajowego przemystu fotoche-
micznego. Opracowano nowoczesng technologie dwustrumieniowej metody
syntezy emulsji fotograficznych przeznaczonych do czarno-biatych papierdéw
fotograficznych [156, 157], technologie produkcji bton graficznych konwen-
cjonalnych, infekcyjnych, wprostpozytywowych oraz technologie produkciji
materiatdw do holografii. Materiaty wprostpozytywowe, niezwykle poszukiwa-
ne w latach 80., stanowity prawdziwy przetom w technologii poligraficznej.
Cenne opracowanie Zaktadu Fototechniki oraz udana realizacja technologii
emulsji wprostpozytywowych na skale przemystowa w Bydgoskich Zaktadach
Fotochemicznych ,FOTON?” pozwolita na osiggniecie rangi Swiatowej w tej
branzy materiatéw fotograficznych [139],

Za swojg dziatalno$¢ w dziedzinie opracowan technologicznych Zaktad
zdobyt liczne nagrody, wsrod ktorych najcenniejsze to nagroda IV stopnia
uzyskana w 1981 r. w konkursie Naczelnej Organizacji Technicznej ,,Szukamy
nowych technologii na eksport” oraz nagroda zespotowa Il stopnia uzyskana
w 1986 r. w konkursie ,,Mistrz techniki” organizowanym przez Rade Stoteczng
Naczelnej Organizacji Technicznej.

Do znaczacych opracowan technologicznych wdrozonych w krajowym
przemysle fotochemicznym nalezy zaliczyc:

— dwustrumieniowg metode syntezy emulsji przeznaczonych do produk-
cji papieréw fotograficznych, w ktorej zastosowano prostg metode regulacji
kontrastowosti przez odpowiednie dozowanie soli rodu,

— dwustrumieniowg metode syntezy emulsji przeznaczonych do produk-
cji konwencjonalnych oraz infekcyjnych bton graficznych,

— technologie produkgi wysokoczutych bton dentystycznych i defekto-
skopowych,

— dwustrumieniowg metode syntezy emulsji wprostpozytywowych do
produkcji unikatowych bton graficznych stosowanych w poligrafii,

— technologie syntezy emulsji stosowanych w produkcji rentgenograficz-
nych bton przeznaczonych do diagnostyki medycznej.

Pracownicy Zaktadu Fototechniki intensywnie uczestniczg w krajowych
i miedzynarodowych konferencjach i kongresach naukowych [np. 145-153].
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Wielokrotnie studenci tej specjalizacji zajmowali premiowane miejsca w mig-
dzynarodowym konkursie ,,Fotografia Academica” w Pardubicach na najlep-
szg prace dyplomowg z zakresu fotografii naukowej [np. 154, 155],

Oprocz dziatalnosci naukowej i wspotpracy z polskim przemystem foto-
chemicznym Zaklad Fototechniki prowadzi nieprzerwanie od momentu jego
powotania do chwili obecnej dziatalno$¢ dydaktyczng, specjalizujac studentéw
w zakresie chemii i technologii proceséw fotograficznych. Jest jedng z najstar-
szych specjalizacji w Politechnice Wroctawskiej i posiada bogate tradycje dy-
daktyczne i wychowawcze przekazywane z pokolenia na pokolenie przez kolej-
nych profesorow. W Zakladzie istnieje skrupulatnie prowadzona biblioteka,
w ktorej zgromadzono unikatowe ksigzki i opracowania, ponadto istnieje row-
niez archiwum zawierajace oryginaty wszystkich prac naukowych, patentdw,
opracowan technologicznych i wdrozeniowych oraz prace dyplomowe —in-
zynierskie i magisterskie, doktorskie i habilitacyjne. Dyplomy ukoriczenia spec-
jalizacji w Zaktadzie Fototechniki do chwili obecnej uzyskato okoto 260 oséb,
7 z nich obronito prace doktorskie w tej samej dziedzinie, dwie uzyskaty
stopiei doktora habilitowanego oraz trzy osoby uzyskaty tytut profesora
zwyczajnego. Wiele z nich uzyskato stopnie i tytuty naukowe w innych dziedzi-
nach nauki.

Obecnie Zaktad Fototechniki kontynuuje swa dziatalno$¢ naukowag i ba-
dawczg w zakresie technologii syntezy emulsji fotograficznych, ksztattowania
ich wilasciwosci sensytometrycznych oraz badan wiasciwosci strukturometry-
cznych warstw fotograficznych. Ponadto, pod wptywem silnego rozwoju wspot-
czesnych, elektronicznych metod zapisu informacji obrazowej, profil dziatal-
nosci Zaktadu Fototechniki ulega zmianom zmierzajgcym do unowocze$hie-
nia warsztatu dydaktyczno-naukowego i dostosowania go do wymogow przy-
sztosci.
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ABSTRACT

The consumption of manufactured chemical (product) has a manifold ef-
fect on resources and the environment. The chemical industry undertakes many
activities to meet the requirements of environmental protection. Two environ-
mental management techniques, i.e., Life Cycle Assessment (LCA) [10] and
Risk Assessment [13-15] are described and discussed in this paper. LCA stu-
dies the environmental aspects and potential impacts throughout the product’s
life from raw material acquisition through production, use, and disposal. Risk
assessment is a formalized analysis of the adverse impact of some specific
material, chemical, or procedure on humans and/or the environment. Examples
of life cycle inventory (LCI which is part of LCA) for detergent alcohols produ-
ction [12] and risk assessment for detergent surfactants use [21] are given.

Finally, some new types of chemodegradable surfactants are described This
term has been used since 1988 [22, 23] to describe “hydrolyzable” [24, 25],
“cleavable” [26, 27], and “destructible” [27] surfactants that contain in their
molecules at least one functional group susceptible to chemical reactions in
aqueous environment (Scheme 1). In such reactions, surface-active substances
lose their chemical identity and, in many cases, surface properties as well. In
this respect, chemodegradability is similar to primary biodegradability because
a surface active substance is degraded in these processes to an extent that is
environmentally acceptable [28]. This paper reports the synthesis of chemode-
gradable surfactants bearing in their molecules an ester or an acetal function,
the latter being represented by cyclic 1,3-dioxolane or 1,3-dioxane structure
(Scheme 3).
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WPROWADZENIE

Swiadomosé, ze konsumpcja dobr powoduje z jednej strony wyczerpywa-
nie sie nieodtwarzalnych zasobow surowcowych, a z drugiej — zanieczysz-
czanie sSrodowiska naturalnego réznego rodzaju ksenobiotykami, jest dzi$ bar-
dzo mocno ugruntowana. Totez najwazniejsze organizacje miedzynarodowe:
ONZ, OECD, UE i inne, podjety dziatania owocujgce powotaniem wyspec-
jalizowanych agend oraz przyjeciem wielu miedzynarodowych programéw, stu-
zacych ochronie Srodowiska naturalnego. Czytelnik polski ma mozliwo$¢ za-
poznania sie z tymi dziataniami w najnowszych publikacjach krajowych [1-3].
Do zawartych tam informacji pragne dorzucic jeszcze jedng: w 1995 r. powota-
no Miedzynarodowg Organizacje Zarzadzania Chemikaliami (ang. Internatio-
nal Organization for Management of Chemicals: IOMC) [4], ktéra opracowa-
fa ,,Program Rozsgdnego Zarzadzania Chemikaliami”;jego celem jest dostar-
czanie miedzynarodowym agendom mechanizmdéw koordynujacych dziatal-
no$¢ obejmujgcg ocene zagrozenia zwigzkami chemicznymi.

W wielu wypadkach dziatania tych instytucji oraz wygenerowanych przez
nie programow sg mato skuteczne; stanowig one czesto, niestety, spektakularne
gesty i sg obliczone na uspokojenie opinii spoteczenstw, doswiadczajgcych sku-
tkéw rabunkowej gospodarki zasobami oraz dewastacji Srodowiska natural-
nego. Obok tego nurtu dziatalnosci trzeba jednak dostrzec wysitki szerokich
gremiow naukowcow, ktdrzy wespot z czynnikami zarzadzajgcymi przemystem
oraz z jego kadrg inzynierskg opracowujg podstawy procedur, wskazujacych
sposoby osiggania bezpieczenstwa ekologicznego produkcji. Procedury te
uwzgledniajg aktualny stan wiedzy z zakresu nauk Scistych i szeroko pojetej
technologii oraz nauk o zarzadzaniu i postugujg sie modelami, wymagajgcymi
stosowania skwantyfikowanych parametrdw, opisujacych rzeczywisty stan $ro-
dowiska naturalnego. Sg one w wielu wypadkach podstawg norm, opracowa-
nych i wdrazanych przez Miedzynarodowg Organizacje Normalizacji (1SO).
Jedna z ostatnio opublikowanych norm jest poswiecona systemom zarzadzania
Srodowiskiem [5]. Norma ta wymienia narzedzia oceny $Srodowiska:

— analize cyklu zycia produktu,

— ocene ryzyka dla srodowiska,

— ocene produktywnosci Srodowiska,

— oceneg réznorodnych oddziatywan na $rodowisko,

— sprawdzanie zgodnos$ci dokumentacji stanu $rodowiska z obowigzuja-
cymi regulacjami prawnymi (tzw. audyt Srodowiska).

W niniejszej prezentacji pragne sie ograniczy¢ do omoéwienia pierwszych
dwdch procedur, gdyz pozwalajg one oceni¢ dziatalnos¢ przemystu chemicz-
nego z punktu widzenia zaréwno jakosci ekologicznej produktéw, jak i proce-
sow technologicznych, stosowanych do ich wytwarzania. Konkretne przyktady,
obrazujgce znaczenie tych procedur, zaczerpnagtem z sektora surfaktantéw
(zwigzkéw powierzchniowo czynnych) z nastepujgcych powodow:
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(i) surfaktanty sg powszechnie stosowane —jako sktadniki detergentow,
réznorodnych srodkow czystosci oraz wielu kosmetykéw — w gospodarst-
wach domowych, skad ze $ciekami komunalnymi trafiajg — poprzez biologicz-
ne oczyszczalnie $ciekdbw — do naturalnych zbiornikéw wdd;

(ii) jest to sektor, ktdry moze sie poszczyci¢ konkretnymi osiggnieciami
w dziedzinie wdrazania produktéw oraz proceséw technologicznych o coraz
mniejszej szkodliwosci dla srodowiska naturalnego. Dla przedstawicieli tej gru-
py zwigzkdéw, tzw. surfaktantow detergentowych, dokonano inwentaryzacji cy-
klu zycia — najpierw w USA [6], a nastepnie w Europie Zachodniej [7] -
oraz oceny ryzyka, jakie te zwigzki stanowig dla naturalnych waéd [8],

1. ANALIZA CYKLU ZYCIA PRODUKTU

Wytwarzanie i konsumpcja okreslonego produktu wywiera bezpo$redni
wpltyw na $rodowisko naturalne poprzez:

— zuzycie surowcow niezbednych do jego wytwarzania (surowce energo-
chemiczne, odnawialne [biomasa], nieorganiczne),

— wydobycie, przerébke i utylizacje surowcdéw do wytwarzania energii,
potrzebnej do realizacji proceséw produkcyjnych oraz zuzywanej w $rodkach
transportu,

— emisje gazow, pytdéw, Sciekdéw i odpadow statych,

— bezposrednie oddziatywanie — w trakcie i po wykorzystaniu —na
poszczegblne ekosystemy, ztozone z okre$lonej biocenozy i jej biotopu.

Ponadto kazdy proces technologiczny czy jednostka Swiadczaca okreslone
ustugi wywiera na srodowisko wptyw, objawiajacy sie wystepowaniem efektu
cieplarnianego, kwasnych deszczow, dewastacjg gleby polegajaca na utracie jej
biologicznej aktywnosci itp.; wszystko to oddziatuje szkodliwie na cztowieka,
zwierzeta, rosliny i ich otoczenie.

Poczynajac od konca lat 60. zaczeto rozwija¢ procedury, starajgce sie
uchwycié ilosciowo wptyw wymienionych czynnikéw na srodowisko naturalne.
Zapoczatkowaly je Midwest Research Institute (Kansas City, USA) oraz Fran-
klin Associates Ltd., ktére dokonaty w 1969 r. pierwszej analizy cyklu zycia
opakowan, stosowanych przez Coca-Cola Comp. [9]. Metodyka ta, noszaca
stosowang dotagd w USA nazwe Resource and Environmental Profile Analysis
(akronim — REPA), byta nastepnie rozwijana zaréwno w USA, jak i —nieco
pozniej —w Europie Zachodniej, gdzie jest znana jako analiza (ocena) cyklu
zycia produktu (ang. Life Cycle Assessment — LCA). ISO wydala ostatnio
norme, definiujgcg strukture LCA, tj. poszczegolne jej fazy i ich wzajemne
powigzania [10]. Jak wida¢ z rys. 1, LCA obejmuje 3 fazy. Zaczyna sie ona od
zdefiniowania celu i zakresu badanego procesu (lub ustugi) oraz funkcji, jakie
zatozony cel ma spetni¢. Kolejny etap obejmuje inwentaryzacje cyklu zycia
produktu (ang. Life Cycle Inventory — LCI), polegajacg na iloSciowym ze-
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Rys. 1 Struktura i fazy analizy cyklu zycia produktu [10]

stawieniu materiatéw i energii, zuzywanych i wytwarzanych w danym procesie
produkcyjnym poprzez wszystkie jego fazy, poczynajac od wydobycia surow-
cdw, ich transportu, zamiany na energie, materiaty, produkty posrednie, pro-
dukt finalny, az do jego zuzycig zawrotu do powtdérnego wykorzystania (re-
cykl) lub innego sposobu zagospodarowania (usuwania), facznie z zagospoda-
rowaniem i/lub unieszkodliwieniem emisji do atmosfery i zbiornikéw wdd oraz
odpaddw statych; obiektem inwentaryzacji cyklu zycia moze by¢ takze ,,pro-
dukt” jednostek ustugowych. Obydwie te fazy sg dostatecznie jasno sprecyzo-
wane; istniejg tez wiarygodne dane iloSciowe, niezbedne do przeprowadzenia
inwentaryzacji cyklu zycia produktu. Trzeci etap: analiza oddziatywan na $ro-
dowisko (ang. Life Cycle Impact Assessment — LCIA), stawiajgca sobie za cel
skorelowanie danych uzyskanych z inwentaryzacji z rzeczywistym oddziatywa-
niem badanego procesu na $rodowisko (poprzez tzw. kategorie oddziatywania
i ich indykatory), znajduje sie w trakcie ustalen i dopracowania, gdyz brak jest
zgodnosci w gronach ekspertow co do obiektywnych wskaznikéw iloSciowych,
mogacych stuzy¢ do przeprowadzania takiej analizy. Wyniki kazdego etapu,
a zwlaszcza dwoch pierwszych, poddawane sg procedurom interpretacyjnym
celem identyfikacji rozwigzan (lub mozliwosci), prowadzacych do ulepszenia
analizowanych proceséw z punktu widzenia ochrony Srodowiska.

Typowa metodyka przeprowadzania inwentaryzacji cyklu zycia produktu
wymaga zdefiniowania, na wstepie, schematu ideowego procesu, obejmujacego
wszystkie jego stadia. Ogélny schemat, ukazujacy caty cykl zycia produktu ,,od
kotyski do grobu” (ang. cradle-to-grave), przedstawia rys. 2 [9]. Surowce natu-
ralne, niezbedne do wytworzenia okre$lonego produktu, zwykto sie w LCI
dzieli¢ na dwie kategorie: na surowce zuzywane do produkcji niezbednych
potproduktow i materiatow i, w koricu, do produktu finalnego oraz na surow-
ce, zuzywane do produkcji energii, przy czym ich zapotrzebowanie (zuzycie)
odnosi sie zazwyczaj do 1000 kg produktu; podziat ten przedstawiono schema-
tycznie na rys. 3 [7]. Energie catkowita, tzw. sumaryczna, niezbedng do wytwo-
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Energia Energia Energia Energia Energia

Rys. 2. Ogélny schemat ideowy dystrybucji produktu (wedtug [9])

rzenia 1000 kg produktu i wyrazong w GJ, dzieli si¢ na 3 sktadowe: energie
zZmagazynowang w przetwarzanym surowcu, energie zuzywang do realizacji
wszystkich etapdw procesu produkcyjnego (energia procesowa) oraz energie,
zuzywang przez $rodki transportu [7, 11]. Energiom tym przyporzadkowuje
sie tzw. profile energetyczne, tj. podaje zapotrzebowanie na poszczegdlne suro-
wece energochemiczne (gaz ziemny, ropa naftowa, wegiel, biomasa itp.). Przed-
stawiony na rys. 2 og6lny schemat ideowy jest znacznie bardziej rozbudowany
w kazdym konkretnym wypadku; staje sie wtedy swoistg ,,mapg”, ktora shzy

Rys. 3. Podziat surowcow i energii zuzywanych w procesach wytwarzania produktéw chemicznych
(wedtug [7])
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komputerowi do przeprowadzenia odpowiednich obliczen. Uzyskane dane ilo-
Sciowe gromadzi sie w postaci zestawien — najczesciej tabelarycznych — za-
wierajgcych wszystkie elementy badanego procesu.

Znaczenie LCI ilustruje przyktad, dotyczacy otrzymywania tzw. alkoholi
detergentowych. Przemyst syntezy surfaktantoéw ma do dyspozycji kilka rodza-
joéw alkoholi alifatycznych, otrzymywanych z ttuszczéw roslinnych: oleju koko-
sowego, oleju palmowego, oleju z ziaren palmy, o dtugosci tancuchdéw weg-
lowodorowych, odpowiednio, C12/C14, C16/C18i C12/C 14, a ponadto alkoho-
le syntetyczne, otrzymywane w procesie okso (tzw. alkohole okso) lub metoda
Zieglera (tzw. alfole). Alkohole te stanowig surowiec — réwniez w Europie —
do otrzymywania cennych surfaktantéw: oksyetylenowanych alkoholi, siarcza-
now alkilowych oraz siarczanow eteroalkoholi, a ostatnio takze alkilopoli-
glukozydoéw, powszechnie stosowanych w detergentach i kosmetykach. W tab. 1

Tabela 1 Zuzycie energii do produkcji dtugotaiicuchowych alkoholi
[GJ/1000 kg alkoholi] (opracowano na podstawie danych zawartych w [12])

Energia Energia Energia Energia
Zrédto alkoholi procesowa transportu  surowcOw sumaryczna
[GJ] [%] [GJ [%] [GJ] [%]  [GJ]

Olej kokosowy* 168 206 230 28l 625 766 81,6

Olej palmowy 140 231 18 306 449 738 60,8
Olej z nasion

palmowych 220 306 193 269 480 66,7 72,0
Alkohole

syntetyczne** 346 380 121 133 553 607 99,1

* tacznie do produkcji estréow metylowych kwasow ttuszczowych i al-
koholi.
** 82% alkoholi okso, 18% alfoli.

zestawiono energie zuzywang do produkcji omawianych alkoholi [12]. Zebra-
ne dane wskazujg, ze najbardziej energochtonna jest produkcja syntetycznych
alkoholi z surowcow petrochemicznych; dotyczy to zaréwno energii proceso-
wej, jak i sumarycznej. Na drugim miejscu, pod wzgledem zapotrzebowania na
energie sumaryczna, plasuja sie alkohole, otrzymywane z oleju kokosowego,
przy czym trzy czwarte tej energii stanowi energia zmagazynowana w Surowcu.
Energia zuzywana w $rodkach transportu stanowi niewielki utamek energii
catkowitej; jej zuzycie jest jednak co najmniej dwukrotnie wieksze w wypadku
alkoholi ttuszczowych niz alkoholi syntetycznych, co jest zwigzane z lokaliza-
cjg plantacji drzew palmowych (Malezja, Filipiny, USA).

Interesujacych informacji dostarcza réwniez zestawienie emisji zanieczyszczen
do Srodowiska naturalnego, zwigzanych z produkcjg omawianych alkoholi (tab. 2).
Najwieksze ilosSci substancji zanieczyszczajagcych atmosfere powstajg przy
produkcji dtugotancuchowych alkoholi syntetycznych, przy czym gros tych za-
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Tabela 2. Emisje do atmosfery i zbiornikbw wod oraz odpady state [kg/1000 kg alkoholi]
(opracowano na podstawie danych zawartych w [12])

Emisje do Emisje do wad Odpady state
’ atmosfery
Zrodto alkoholi proce- ze proce- . proce- K
Sowe Spa||ania sowe spalania sowe spalania
paliw paliw paliw
Olej kokosowy 247,41* 866,99* 15,32* 1,15* 19,8** 31,9%»
Olej palmowy 686,39 981,98 9,88 2,55 25,1 244
Olej z nasion
palmowych 733,34 50,52 10,85 1,53 43,8 35,7
Alkohole
syntetyczne*** 445,46 2041,64 33,14 3,03 10,6 61,0

* Produkcja estrow metylowych kwaséw oleju kokosowego.
** } gcznie: produkcja estrow metylowych i alkoholi.
*** 82% alkoholi okso, 18% alfoli.

nieczyszczen pochodzi ze spalania paliw. Procesy te charakteryzujg sie ponadto
stosunkowo duzg iloscig odpadow statych, pochodzacych réwniez ze spalania
paliw. Kolejne miejsce pod wzgledem emisji do atmosfery zajmuje produkcja
alkoholi z oleju palmowego. Emisje zwigzkow do zbiornikéw waod naturalnych
sg najwieksze przy produkcji alkoholi z oleju kokosowego: sg to emisje zwigza-
ne z procesem technologicznym; udziat zanieczyszczen wod zwigzanych ze spa-
laniem paliw jest we wszystkich procesach niewielki. Wart podkre$lenia jest tez
fakt, iz najwieksza, tgczna ilos¢ odpaddéw statych, powstaje przy produkcji
alkoholi z oleju z nasion palmowych, przy czym udziat odpadéw procesowych
jest tu najwiekszy sposrdd rozpatrywanych procesow.

Omdwiona w duzym skrocie metodyka przeprowadzania inwentaryzacji
cyklu zycia produktu oraz wyniki tej inwentaryzacji, przedstawione na jednym
zaledwie przykiadzie, pozwalajg dostrzec zalety tej procedury w kategoriach
ilosciowych; ukazuje ona:

— oddziatywanie danego produktu na S$rodowisko naturalne, pokazu-
jac wielkosci zuzycia réznego rodzaju surowcow jako materiatdw/reagentow
i no$nikow energii oraz emisje szkodliwych i bezuzytecznych substancji i od-
padéw;

— pozwala zidentyfikowa¢ krytyczne wezty procesu technologicznego
i ukazuje mozliwosci wprowadzenia usprawnien i/lub nowych rozwigzan;

— umozliwia ocene perspektyw rozwoju produkcji danego wyrobu (albo
ustugi) na tle innych, realizowanych procesow;

— daje materiat do racjonalnej i obiektywnej dyskusji na temat sku-
tkéw dla Srodowiska naturalnego, wynikajgcych z konsumpcji okreslonych
débr.
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2. OCENA RYZYKA

Analiza cyklu zycia nie jest oceng ryzyka dla $rodowiska naturalnego,
zwigzanego ze stosowaniem danego produktu. LCA dostarcza wprawdzie ilos-
ciowych informacji dotyczacych emisji substancji do atmosfery i wdd natural-
nych, jednakze nie wystarczajg one do wyznaczenia stezen poszczegoélnych za-
nieczyszczen; wymaga to zebrania danych, odnoszacych sie do zdefiniowanego
obszaru geograficznego oraz do okreSlonego przedziatu czasu. Ocena ryzyka
przedstawia sformalizowang analize niekorzystnego oddziatywania okreslone-
go zwigzku, materiatu lub procesu technologicznego na cztowieka oraz na
poszczegolne sktadniki rozpatrywanego ekosystemu. Stawia sobie za cel ozna-
czenie wystepujacego lub przewidywanego — w danej czesci ekosystemu
—stezenia i poréwnanie uzyskanych wartosci ze stezeniami, nie wywotujacymi
ujemnego wplywu na przedstawicieli badanej biocenozy.

Znaczenie oceny ryzyka dla ochrony srodowiska naturalnego jest powsze-
chnie rozumiane, totez stanowi ona wazny element procesu zarzgdzania $rodo-
wiskiem. Odzwierciedleniem tego byto powotanie do zycia w 1994 r. Miedzy-
rzagdowego Forum Bezpieczenstwa Chemicznego (ang. Intergovernmental Fo-
rum on Chemical Safety — IFCS), ktérego zadaniem jest inicjowanie i popiera-
nie prac —na roznych szczeblach —dotyczacych oceny ryzyka i bezpieczenst-
wa chemicznego [4]. W EWG (obecnie Unii Europejskiej) opracowano dyrek-
tywy i wytyczne, okre$lajagce tryb i metody oceny progéw ryzyka [13-15]
w odniesieniu do wszystkich sktadnikdw biosfery: powietrza, wod i gleb, oraz
roznych skal przestrzennych: lokalnych lub regionalnych, a wyspecjalizowane
agendy (np. European Inventory of Existing Chemical Substances oraz Inter-
national Uniform Chemicals Information Database) gromadzg dostepne dane
ekotoksykologiczne, toksykologiczne i fizykochemiczne stosowanych substan-
cji (aktualnie dla okoto 100000). Ze wzgledu na dostepnos¢ udokumentowa-
nych danych liczbowych, obecnie oceny ryzyka dotycza ekosystemow wody
i powietrza, w mniejszym stopniu gleb.

W procedurach wyznaczania ryzyka wyrdznia sie kilka etapéw. Sg one
podobne przy okreslaniu niebezpieczenstwa zaréwno dla ludzi, jak i dla bio-
cenoz, zasiedlajacych okreslone ekosystemy [16]. Jednakze zestawy danych,
niezbednych do wyznaczenia progéw ryzyka sa —w obydwu poréwnywanych
wypadkach —rézne. W wypadku ekosystemdw, celem postepowania jest wy-
znaczenie iloSciowej zaleznosci miedzy stezeniem nie wywolujacym negatyw-
nego dziatania na dang biocenoze a przewidywanym stezeniem tejze substancji
w badanym ekosystemie. Wyznaczenie przewidywanego stezenia substancji
w $rodowisku, nie wywotujgcego ujemnych skutkéw w odniesieniu do gtow-
nych przedstawicieli biocenozy (ang. Predicted No Effect Concentration
— PNEQ wymaga dysponowania danymi dotyczacymi ekotoksycznosci, tj.
toksycznosci ostrej i chronicznej tej substancji. Obecnie dysponujemy zbiorami
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takich danych dla wielu zwigzkdéw, w tym dla zwigzkéw powierzchniowo czyn-
nych, dla ktérych wyznaczono parametry toksycznos$ci ostrej i chronicznej
wzgledem najwazniejszych przedstawicieli biocenozy wadd: bakterii, glondw,
skorupiakéw i ryb, wyrazone stezeniem wywotujagcym okreslony skutek [17],
oraz tzw. wspotczynniki bezpieczenstwa [18]. Na podstawie tych danych wy-
znacza sie metodami ekstrapolacyjnymi wartosci PNEC [19].

Drugg wielko$¢ niezbedng do oceny ryzyka, tj. przewidywane stezenie
badanej substancji w srodowisku (ang. Predicted Environmental Concentration
— PEC), mozna albo oznaczy¢ eksperymentalnie, prowadzgac monitoring tg
substancji w badanym obszarze, albo wyliczy¢ na drodze komputerowych sy-
mulacji, stosujac odpowiednie modele teoretyczne. Eksperymentalne wyznacze-
nie stezen w okre$lonym ekosystemie nie zawsze jest jednak mozliwe, gidwnie
z braku odpowiednich czutych i doktadnych metod analitycznych. Z tego
wzgledu, a takze w wypadku nowych zwigzkéw chemicznych wprowadzanych
do $rodowiska korzysta sie czesto z modeli teoretycznych, pozwalajagcych na
symulacje losu badanej substancji w srodowisku (w powietrzu, wodzie i glebie)
i wedtug opracowanych algorytmow wylicza sie przewidywane stezenie PEC.
Jednym z takich modeli, stuzacych do teoretycznego wyznaczania wartosci
PEC dla zwigzkéw powierzchniowo czynnych w wodach, jest program HAZ-
CHEM [20],

Z wartosci PEC oraz PNEC okresla sie progi ryzyka wedtug zaleznosci

PI?\IEECC <1l (.

Stopniowe dochodzenie do pozadanej wartosci tego ilorazu przedstawia sche-
mat na rys. 4 [21], Sledzac losy substancji trafiajacej do badanego ekosystemu,
wyznacza si¢ wartosci PEC, wyniki badan ekotoksycznosci i ich dalsze statys-
tyczne opracowanie prowadzg natomiast do wartoSci PNEC. Ocena ryzyka
jest —jak wynika z przedstawionego schematu — procesem iteracyjnym. Jedli
iloraz PEC/PNEC jest mniejszy od jednosci, to substancja (produkt) nie stano-
wi zagrozenia dla Srodowiska; jesli jest wiekszy od jednosci, to przedstawione
na schemacie postepowanie trzeba powtorzy¢, dobierajac bardziej realistyczne
dane. Moze to dotyczy¢ zaréwno wartosci PNEC (np. postuzenie sig stezeniami
toksycznosci chronicznej zamiast ostrej z jednoczesnym zastosowaniem fagod-
niejszych wspétczynnikow bezpieczenstwa), jak i wartosci PEC —w tym wypa-
dku w procedurach symulacyjnych dobiera sie coraz ostrzejsze parametry, cha-
rakteryzujace obecnos¢ substancji w $rodowisku.

Wyniki oceny ryzyka zwigzanego z obecnosciag zwigzku chemicznego (pro-
duktu, wyrobu) w okreslonym ekosystemie stanowig wazny element zarzadza-
nia Srodowiskiem. Sg one podstawg podejmowania decyzji o dopuszczeniu
nowych chemikaliow do stosowania, a takze stanowig narzedzie selekcji i wy-
cofywania juz stosowanych zwigzkéw (produktow); dajg wreszcie impuls do
poszukiwania nowych zwigzkéw o mniejszym stopniu ryzyka.
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Rys. 4. Schemat procedury oceny ryzyka (wedtug [21])

3. PRODUKTY O MALEJ UCIAZLIWOSCI
dla Srodowiska naturalnego:
SURFAKTANTY CHEMODEGRADOWALNE

W kazdym sektorze przemystu chemicznego, produkujacym chemikalia znaj-
dujace praktyczne zastosowania, a takze w placéwkach badawczych pracujacych
na rzecz przemystu, prowadzi sie prace poszukiwawcze majace na celu wdrozenie
do praktyki nowych produktéw o coraz mniejszej ucigzliwosci dla srodowiska
naturalnego. Pozostajac na gruncie zwigzkdw powierzchniowo czynnych nalezy
wymieni¢ nowg grupe surfaktantow, spetniajacych wymaog matego ryzyka dla eko-
systemow wodnych. Pojawity sie ostatnio liczne doniesienia, opisujgce synteze
i wiasciwosci tzw. surfaktantéw chemodegradowalnych. Termin ten, wprowadzony
do miedzynarodowego obiegu w 1988 r. [22, 23], obejmuje zwiazki, okreslane
dotad angielskimi terminami: ,,hydrolyzable” [24, 25], ,,cleavable” [26, 27] i ,,de-
structible surfactants” [27]. Sa to zwigzki zawierajgce w swej czasteczce celowo
wbudowane ugrupowanie, podatne na reakcje chemiczne (schemat 1).
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R (CH2>n O

R - grupa alkilowa
X - grupa hydrofitowa
L - grupa labilna (reaktywna)

n=Q1, —S—S—; —CONH—; —CO0O—;

FSI0— —S02CHCH20—

Schemat 1

Istotg takiej struktury zwigzku jest to, ze po uzyciu moze on by¢ fatwo
roztozony na fragmenty, nie wykazujgce aktywnosci powierzchniowej; ponadto
zazwyczaj jeden z tych fragmentow jest trudno rozpuszczalny w wodzie (a wiec
ulega eliminacji), drugi — rozpuszczalny — podlegajac biodegradacji, nie jest
szkodliwy dla biocenozy wdd. W tym sensie istnieje podobieristwo miedzy
degradacjg chemiczna tych surfaktantdw a biodegradacja wstepng (ang. primary
biodégradation), w wyniku ktérej czasteczka zwigzku powierzchniowo czynne-
go traci swojg identyczno$é chemiczna [28], Te wihasciwosci powoduja, ze nie-
ktore z omawianych surfaktantdéw majg juz zastosowanie praktyczne, a ponad-
to beda mogty stuzyé jako dogodne media do prowadzenia syntez zwigzkdw,
zwlaszcza organicznych, gdyz pozwalajg unikna¢ wielu ktopotow, wystepuja-
cych czesto w czasie izolowania zwiagzku z mieszaniny reakcyjnej (pienienie,
emulgowanie) [29], Moga one réwniez znalez¢ zastosowanie w procesach roz-
dziatlu mieszanin réznych zwigzkéw (np. biatek), wymagajacych stosowania
zwigzkéw powierzchniowo czynnych [30].

Sposrod wielu labilnych grup funkcyjnych, wprowadzanych do czasteczek
surfaktantéw chemodegradowalnych (schemat 1), ugrupowania disiarczkowe
[26, 31], siloksanowe [32] i sulfoetylenowe [33] nie zwrécity — jak dotad
— wiegkszej uwagi badaczy i przemystu. Najbardziej eksploatowane sg ugrupo-
wania estrowe i acetalowe, poniewaz podlegaja one stosunkowo tatwo hydro-
lizie, odpowiednio, zasadowej i kwasowe;j.

3.1. SURFAKTANTY ZAWIERAJACE UGRUPOWANIE ESTROWE

Przyktadem zwiazkow zawierajgcych ugrupowanie estrowe, sg ostatnio
wprowadzone na rynek czwartorzedowe sole amoniowe. W zwigzkach (11-4V)
ugrupowanie hydrofobowe taczy sie z resztg czasteczki poprzez grupe karbo-
ksylowg (schemat 2), a nie bezpos$rednio z atomem azotu, jak w typowym zwigz-
ku (1) [34], Po uzyciu, zwigzek (1I) poddaje sie hydrolizie zasadowej, uzyskujac
kwasy karboksylowe oraz odpowiedni aminopolialkohol. Obydwa fragmenty
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nie stanowig zagrozenia do biocenozy wod: kwasy karboksylowe podlegajg
tatwo biochemicznej (3-oksydacji, aminoalkohol za$ ulega biodegradacji cal-
kowitej powodujacej jego szybka eliminaq’e ze srodowiska (schemat 2), [35],
Dokonano tez syntez IV-rzedowych soli amoniowych (Ill), zawierajacych
— obok ugrupowania estrowego — grupe amidowg [36], oraz betain (IV),
zawierajacych dwa lub trzy ugrupowania estrowe [37], Zwigzki te majg dobre
wiasciwosci zmiekczania tkanin.

Istnieje wiele innych grup surfaktantow o charakterze estrow —nalezg do
nich np. siarczany alkilowe, siarczany eteroalkoholi, fosforany alkilowe, estry
kwasow karboksylowych i polioli, oksyetylenowane kwasy karboksylowe i in-
ne. Nie sg one jednak syntezowane i stosowane w tym celu, aby je po uzyciu
poddawac rozktadowi chemicznemu i dlatego nie zalicza sie ich do omawianej,
nowej generacji surfaktantow.

3.2. SURFAKTANTY ZAWIERAJACE UGRUPOWANIE ACETALOWE

Ugrupowaniem chetnie wprowadzanym do czasteczki zwigzku powierz-
chniowo czynnego jest ugrupowanie acetalowe. Jest ono obecne w alkilopoli-
glikozydach — nowej grupie niejonowych surfaktantéw, wprowadzonych na
rynek Swiatowy z poczatkiem lat 90. przez firme Henkel (Niemcy). Ich wdroze-
nie do praktyki wynikato jednak z tendencji do oparcia syntez zwigzkéw che-
micznych —tam, gdzie to jest ekonomicznie i ekologicznie uzasadnione —na
tzw. surowcach odnawialnych (w tym wypadku sg to glukoza lub jej matoczas-
teczkowe oligomery oraz alkohole ttuszczowe); odznaczajg sie one tatwa bio-
degradowalnoscia i maja wiasciwosci, predestynujace je do stosowania w $rod-
kach do pielegnacji ciata. Nie sg one jednak produkowane z myslg o ich chemi-
cznej degradacji i dlatego nie beda tu omawiane.

Ugrupowanie acetalowe tworzy sie gtdbwnie w reakcji zwigzkéw karbo-
nylowych: aldehydoéw i ketonéw z alkoholami mono- i wielowodorotleno-
wymi. Grupa acetalowa jest trwata w Srodowisku obojetnym i alkalicznym,
tatwo za$ ulega hydrolizie w $rodowisku kwasnym, odtwarzajac wyjsciowe
reagenty: aldehydy (ketony) oraz alkohole mono- i/lub wielowodorotlenowe.
Diugotancuchowe aldehydy alifatyczne stanowig produkty posrednie w bio-
chemicznych procesach co-oksydacji koricowych grup metylowych fafncuchow
weglowodorowych i sg dalej enzymatycznie utleniane do kwasdéw karboksy-
lowych [38], a te —jak zaznaczono (schemat 2) — ulegajg P-oksydacji, prze-
biegajacej w kazdej zywej komérce [39]. Tak wiec surfaktanty te sg produk-
tami mato ucigzliwymi dla $rodowiska naturalnego; ostatnio doniesiono, 2
zwigzki zawierajgce ugrupowanie 1,3-dioksolanowe w czasteczce ulegajg bio-
degradacji rownie szybko co laurynian sodu (mydto) [40], znacznie szyhciej
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zas anizeli dodecylobenzenosulfonian sodu, powszechnie stosowany w de-
tergentach.

Acetale majg zbyt staby charakter hydrofilowy i nie sg dostatecznie dobrze
rozpuszczalne w wodzie [41]. Z tego wzgledu acetale mogg stanowi¢ jedynie
pétprodukty hydrofobowe do syntez surfaktantow i to tylko wéwczas, gdy
zawierajg dodatkowo reaktywne ugrupowanie, pozwalajgce na wprowadzenie
odpowiednio silnej grupy hydrofitowej do ich czasteczek. Wymog ten speiniajg
gtdwnie acetale cykliczne — pochodne 1,3-dioksacyklanéw. Zwigzki te uzys-
kuje sie najtatwiej w reakcji dtugotancuchowych aldehydéw — rzadziej keto-
néw —z odpowiednimi poliolami; w reakcji 1,2-dioli powstajg diastereomery-
czne cis- i trans-dwupodstawione-1,3-dioksolany (V), 1,3-diole za$ tworzg cis-
i trans-1,3-dioksany (VI) (schemat 3). Zaréwno diugotainicuchowe aldehydy, jak
i poliole sg obecnie dostepne na rynku: aldehydy uzyskuje sie w reakcjach
hydroformylowania olefin (proces okso), poliole za$ sa badz pochodzenia natu-
ralnego (gliceryna z rozszczepiania olejow roslinnych, cukry proste), badz sa
otrzymywane syntetycznie w procesach kondensacji aldotowej matoczastecz-
kowych aldehyddéw (l,1,I-tris(hydroksymetylo)propan(etan), 2,2-bis(hydroksy-
metylo)propanodiol-1,3). Pochodne 1,3-dioksacyklanéw mozna ponadto uzys-
kiwa¢ w kilku innych reakcjach.

HOHC—X

hoh2c

hohacx

JCHX
HOHjC/ F)

Schemat 3
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3.2.1. Pochodne 1,3-dioksolanéw

W pierwszych probach otrzymywania surfaktantéw, pochodnych 1,3-dio-
ksacyklanéw, zwrécono uwage na gliceryne — najprostszy, dostepny triol.
W zalezno$ci od zastosowanego zwigzku karbonylowego tworzy ona rdzne
produkty: w reakcji z ketonami powstajg 2,2-dialkilo-4-hydroksymetylo-1,3-dio-
ksolany (VII), uzycie aldehydéw za$ prowadzi do powstania mieszaniny ds
i trans-2-alkilo-4-hydroksymetylo-1,3-dioksolanéw (VII) oraz cis- i trans-2-al-
kilo-5-hydroksy-I,3-dioksanéw (VIII), (schemat 4).

O-i
R/ nchon
ht R2X0-
CH-OH -h2o0 h
| 2 cis + trans-VII
CHOH +
CH20H
RCHO O-i OH
_J,ch2oh +
Ht
-HoO h H
cis mtrans-VII cis * trans-WH
R1 = R2 = CnH2n+1
Schemat 4

Pochodne 1,3-dioksolanéw (VII) znalazty zastosowanie do syntez odpo-
wiednich siarczanéw (IX) [43], sulfonianéw (X) [44], IV-rzedowych soli amo-
niowych (XI) [45] oraz niejonowych surfaktantow (XII1) [43] i (XIII) [46],
(schemat 5).

Gliceryna moze by¢ tez uzyta do konstrukcji pierscienia 1,3-dioksolano-
wego, zawierajgcego jeden podstawnik alkilowy przy weglu C2 pierscienia.
Dokonano syntez niejonowych surfaktantow, poddajac 2,2-dimetylo-4-acetok-
symetylo-1,3-dioksolan reakcji transacetalizacji dtugotaricuchowymi aldehyda-
mi, a nastepnie hydrolizie grupy octanowej; uzyskane 2-alkilo-4-hydroksyme-
tylo-1,3-dioksolany (XIV), zanieczyszczone jednak pochodnymi 1,3-dioksanu,
poddano reakcji z oksiranem, otrzymujac odpowiednie pochodne oligooksyety-
lenowe (XV) [47, 48] (schemat 6). Wspomnie¢ tez wypada o patencie niemiec-
kim [24], w ktorym doniesiono o addycji oksiranu do 4-skfadnikowego produ-
ktu, powstatego w reakqi dtugotancuchowych aldehydéw z gliceryng (schemat
4); jest to odosobniony przyktad stosowania takiej mieszaniny do syntez sur-
faktantow.

Surfaktanty zawierajgce pierscien 1,3-dioksolanowy w czgsteczce syntezuje
sie czesciej z ketonow anizeli z aldehydow, przy czym stosuje sie dwie strategie
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Schemat 6

syntez. Jeden spos6b polega na stosowaniu chlorowcoketonéw, ktére wre-
akcji z diugotanicuchowymi 1,2-diolami tworzg 2-(chlorowcoalkilo)-2-mety-
lo-4-alkilo-I,3-dioksolany; w reakcji z szeregiem amin uzyskano z nich licze
IV-rzedowe sole amoniowe, w tym np. sole pirydyniowe (XVI) [27, 49], (sche-
mat 7). W reakcji 1-O-alkilogliceryny z ketoestrami tworzg sie natomiast po-
chodne (XVII) [50], ktére po hydrolizie dajg odpowiednie karboksylany
(XVIII), tj. mydta, zawierajgce ugrupowanie dioksolanowe w czgsteczce (sche-
mat 7). W obydwu przyktadach dtugi tancuch weglowodorowy, odpowiedzial-
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CH20R
XVIII

Schemat 7
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ny za aktywno$¢ powierzchniowg zwigzku, jest wprowadzony do czasteczki nie
przez keton, lecz przez diol.

Probowano tez zastosowac¢ do syntez pochodnych 1,3-dioksolanu mato-
czasteczkowe, a,P-nienasycone zwigzki karbonylowe, ktére poddano reakq'i
zmieszaning gliceryny i dtugotancuchowego alkoholu monowodorotlenowego.
Tak np., wychodzac z metylowinyloketonu, uzyskiwano w jednoetapowym
procesie mieszanine cis- i frans-2(2-alkoksyetylo)-2-metylo-4-hydroksymety-
lo-1,3,-dioksolandw (XIX) [51], (schemat 8). W tej reakcji dtugotarcuchowe
alkohole monowodorotlenowe —a takie sg technicznie dostepne —wnoszg do
czasteczki (XIX) fragment hydrofobowy.

o] CH,0H 1
I . | 2 p-TSOH/CHC|, ROCH,CH,v O -,
CH,=CHCCHo + R OH + CHOH -------r— e 2 2v
2 3 ' 2 C-P=L ¢y
chh He.C -0-L chjon

XIX
Rt - n-CaHo - CgH17,;-CgH17I ri-C1o H21

Schemat 8

Druga strategia polega na reakcji ketonéw, zawierajacych jeden lub dwa
dtugie faincuchy weglowodorowe, ze zwigzkami epoksydowymi. W reakcji
z 2,3-epoksymaslanem etylu powstajg 2,2-dialkilo-4-etoksykarbonylo-5-mety-
lo-1,3-dioksolany, ktére po hydrolizie dajg sole odpowiednich kwasow (XX)
[52] (schemat 9). Podobnie w reakcji z I-bromo-2,3~epoksypropanem powstaja
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Schemat 9
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2.2-dialkilo-4-bromometylo-I,3-dioksolany, stanowigce potprodukty do syntez
kationowych surfaktantow: 1V-rzedowych jodkdw amoniowych (XXI) [53],

Dtugotaricuchowe aldehydy alifatyczne byly znacznie rzadziej stosowane
do syntez powierzchniowo czynnych pochodnych 1,3-dioksolanu. Odnotowa¢
trzeba w tym miejscu badania chemikéw japonskich, ktorzy zsyntezowali kar-
boksylany (XXII) (schemat 10), zawierajagce jeden fafncuch weglowodorowy
przy atomie wegla C2 pierscienia dioksolanowego [54], Wiasciwosci powierz-
chniowe tych zwigzkéw rdznig sie od wiasciwosci karboksylanow (XX) (sche-
mat 9) zawierajgcych dwa tancuchy alkilowe przy C2. Odrebng grupe stanowig
tez IV-rzedowe bromki amoniowe (XXIII) [55] (schemat 10), do ktérych otrzy-
mania uzyto aldehydéw i 3-chloropropanodiolu-1,2. Zwigzki te réznig sie wyx
raznie podatnoscig na hydrolize od pochodnych typu ketali (tj. pochodnych
2.2-dialkilo-1,3-dioksolanu), stanowigcych przewazajacy typ wczesniej omd-
wionych surfaktantow.

CH, CH,
BF, Et,0 R O- R O-
RCHO + CH3 ~—7 COOEt ----- X NaOH x
0 4 H o- H O-
COOEt COONa
XXII
R C9H19'Cl1H23
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RCHO + CHOH — - H— - }—?’
. ~2 HO
cHicl CHZCI
NHMe2 Rv°~" MeBr
on
-HCI H O- o
CH2NMe CH2NMes Br~
XXIHI

R=n-C7Hi5,CoH19,C11H23,C13H27

Schemat 10

3.2.2. Pochodne 1,3-dioksanéw

Ze wzgledu na wspomniany skiad produktéw reakcji gliceryny z aldehy-
dami (schemat 4), do otrzymywania pochodnych 1,3-dioksanu bardziej celowne
okazato sie uzycie 1,1,1-tris(hydroksymetylo)propanu, technicznie dostepnego
triolu. W reakcji z dtugotancuchowymi aldehydami tworzy on mipsyaninp ds-
i frans-2-alkilo-5-hydroksymetylo-5-etylo-I,3-dioksanéw (XXIV); zostaty one
wykorzystane do syntez kilku grup niejonowych surfaktantéw: pochodnych
oksyetylenowych (XXV) [56] oraz kopolimeréw blokowych typu REP (XXVII)
[57] i RPE (XXVIII) [58] (schemat 11).
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Schemat 11

Produkowany w skali przemystowej 1,1,1-tris(hydroksymetylo)etan postu-
zyt do syntezy cis- i frans-2-alkilo-5-hydroksymetylo-5-metylo-1,3-dioksanéw
(XXIX) (schemat 12), ktére poddawano reakcji siarczanowania uzyskujgc od-
powiednie wodorosiarczany, a po ich neutralizacji —sole sodowe (XXX) [28,
59]. Cechg charakterystyczng tych zwigzkow jest to, ze z punktu widzenia
wiasciwosci powierzchniowych odpowiadajg one cennym siarczanom eteroal-
koholi, zawierajgcym w czgsteczce 2-3 ugrupowania oksyetylenowe [28]. Uda-
fo sie ponadto otrzymac czyste cfs-[(2-n-alkilo-5-metylo-1,3-dioksan-5-ylo)me-
tylo]siarczany sodu (ds-XXX) i oznaczy¢ ich aktywno$¢ powierzchniowg na
granicy faz: woda-powietrze [60].

Ostatnio opracowano sposéb otrzymywania wylgcznie cis- i trans-2-al-
kilo-5-hydroksy-1,3-dioksanéw z gliceryny i diugotancuchowych aldehyddw.
Polega on na prowadzeniu procesu w typowych dla reakcji acetalizacji warun-
kach [61], produkt reakcji natomiast poddaje sie wewnatrzczasteczkowej
transacetalizacji (ulegajg jej pochodne 1,3-dioksolanu) ijednoczesnej, powolnej
krystalizacji, w wyniku czego uzyskuje sie mieszanine izomerycznych pochod-
nych 1,3-dioksanu (schemat 13), ktdrg mozna rozdzieli¢ na czyste diastereo-
izomery [62],

Oméwiony sposob pozwala na wykorzystanie zaréwno mieszaniny, jak
i czystych diastereoizomerdw, do syntez nowych, chemodegradowalnych surfa-
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ktantow acetalowych. Jak dotagd dokonano syntezy Il-rzedowych siarczanéw
sodowych, uzyskujac zarGwno mieszanine cis- i trons-siarczanéw (XXXI) [63],
jak i czyste diastereoizomery [64], (schemat 14).

1) S03 Py/CCla
OH 2) Na2CO3/EtOH+H20 0S03Na
RY*w "H - rY °é h
H H
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I

OH

1) S03 Py/CCla
2) Naz CX33/EtOH+H20

OSONa A
Y °¢8 h Rjia”"oso Xa
H
cis-XXXI irans-XXXI
Schemat 14

Podobnie jak w wypadku 1,3-dioksolanéw, do czasteczki alkilowych po-
chodnych 1,3-dioksanu mozna wprowadzi¢ grupe karboksylowa, co pozwala
uzyska¢ modyfikowane mydta. Poddajac dtugotancuchowe aldehydy reakcji
z kwasem 2,2-bis(hydroksymetylo)propionowym uzyskano kwasy cis-(2-alki-
lo-5-metylo-1,3-dioksan-5-ylo)karboksylowe (XXXII), ktére przeprowadzono
w sole sodowe (XXXIII) [65], (schemat 15).

W odr6znieniu od licznych powierzchniowo aktywnych pochodnych
1,3-dioksolanéw o charakterze IV-rzedowych soli amoniowych, w wypadku
pochodnych 1,3-dioksanu natrafiono dotagd na jedno doniesienie, opisujgce
kationowe surfaktanty zawierajgce w czasteczce pierscien 1,3-dioksanu W rea-
kcji 3-bromopropanalu z 2-alkilo-I,3-propanodiolem otrzymano mieszanine
cis- i trans-2(2-bromoetylo)-5-alkilo-1,3-dioksandéw (XXXIV), ktore w reakcji
z trietyloaming daty bromki amoniowe (XXXV) [66], (schemat 16).

Opisane dotad pochodne 1,3-dioksanu zawieraly jedng grupe polarng
w czasteczce. Dostepnos$¢ na rynku 2,2-bis(hydroksymetylo)propanodiotu-1,3
(tzw. pentaerytrytu) pozwala na uzyskanie pochodnych 1,3-dioksanu, zawiera-
jacych przy atomie wegla C5 pierScienia dioksanowego dwie grupy hydroksy-
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metylowe, co ogranicza wystepowanie diastereoizomeréw. W reakcji aldehy-
dow z tym tetrolem powstaje — oprocz 2-alkilo-5,5-bis(hydroksymetylo)-1,3-dio-
ksanow (XXXVI) — takze diacetal (3,9-dialkilo-2,4,8,10-tetraoksaspiro[5,5]
-undekan, XXXVII), powodujgc zmniejszenie wydajnosci zwigzku (XXXVI).
Monoacetale (XXXVI) zostaty wykorzystane do syntez niejonowych surfaktan-
tow (XXXVIII) [68] oraz do anionowych pochodnych o charakterze sulfonia-
now (XXXIX) [69], (schemat 17).

p-TSOH/DMF (V  9H2OH
RCHO + C(CH20H)4 -------mmmmemmmemeen » RVA.0tAX H 20H +

H
XXXVI XXXVII

0  CHX(CHXHD)H
XXXVI + (n+m)Y7 -M -» R\AQ0AyAC H 20(CH2CH20) H

H
XXXVIN

R = n-C6H13, CyH-ij, CgH19, 1H23

CH2 (CH2350Na
XXXVI + CHZO(CH3$03N3

XXXIX
R =n-C5R i, C7H15, CgHlg,

Schemat 17

Dokonano rowniez syntezy podwojnych karboksylanéw sodu, pochod-
nych 1,3-dioksanu. Aldehydy alifatyczne poddano reakcji z bis(hydroksymety-
lo)malonianem dietylowym, a uzyskany dietylan zmydlono tugiem sodowym,
uzyskujac oczekiwane mydta (XL) [70], (schemat 18).

Coraz silniejsza w chemii zwigzkéw powierzchniowo czynnych tendencja
do wykorzystywania cukréw prostych jako fragmentéw hydrofilowych czas-
teczek, znalazta réwniez oddzwiek w syntezie chemodegradowalnych surfak-
tantébw. Podobnie jak w syntezach innych typéw tzw. ,surfaktantow cukro-
wych”, i w tym wypadku siegnieto do 1,5-glukonolaktonu jako surowca cuk-
rowego. Poddano go reakcji zarbwno z aldehydami, jak i ketonami, a z uzys-
kanych 4,6-0-alkilidenoglukono-I,5-laktonéw otrzymano odpowiednie amidy
(XLI) badz karboksylany (XLII) [71], (schemat 19). Innym przykiadem jest
synteza anionowych (karboksylany) i kationowych (IV-rzedowe jodki amonio-
we) surfaktantéw, pochodnych 4,6-O-alkilideno-D-glukozoaniiny [72].
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Zainteresowanie surfaktantami zawierajgcymi ugrupowanie acetalowe
w czasteczce wynika z mozliwosci ich rozktadu w reakcjach hydrolizy kwaso-
wej. Przeprowadzono wiele badarn dotyczacych kinetyki hydrolizy powierzch-
niowo aktywnych pochodnych 1,3-dioksolanu [55, 73] i 1,3-dioksanu [64, 69,
70,74]. Interesujgce wydaja sie wyniki hydrolizy zwigzkéw, stanowigcych pary
diastereoizomerow (cis- i mzns-XLIlIla-c) (schemat 20), [74], Jak wynika z za-
wartych w tab. 3 wartosci statych szybkosSci hydrolizy Il rzedu, we wszystkich
trzech grupach zwigzkdéw izomery trans ulegajg szybciej hydrolizie anizeli izo-
mery cis, co autorzy badan wiaza z nieco wiekszg odlegtoscig grup polarnych,

H H
cis XLIlla-c trans

a:R =n-C,jH23; Y =CH ,0S03Na
b:R - n-CeHjg; Y =OSOjNa
¢:R =n-C,jH23; Y =0(CH23503Na

Schemat 20

Tabela 3. Kinetyka hydrolizy 2,5-dwupodstawionych-1,3-dio-
ksanéw. Temp.: 27°C; DCI: 0,2 M [74]

Grupa hydrofitowa 1zomer 104x kv
[dm3-mol_1-s 1]

—CH20S 03Na ds-XLllla 325
trans-XLIlIn 150,0
—0S03Na ds-XLIlIIb 11
£jYms-XLIlb 40
—0(CH23sS03Na cis-XLlllc 21
£rans-XLIllc 6,0

zajmujacych konfiguracje ekwatorialng (w izomerach trans), od ,,acetalowych”
atomow tlenu pierécienia 1,3-dioksanu [64, 74], Uderza ponadto znacznie wiek-
sza podatnos¢ na hydrolize I-rzedowych siarczanéw (XLII1a) anizeli siarczanow
ll-rzedowych (XLIIIb) i sulfonianéw (XLIIIc). Efekt ten ttumaczono ostania-
niem ,,acetalowych” atomow tlenu przez atomy tlenu grup polarnych, zwigza-
nych bezposrednio z atomem wegla C5 pierscienia, co utrudnia atak protonu
na ugrupowanie acetalowe.

Badania kinetyki omawianych surfaktantow, nazywanych niekiedy surfak-
tantami o kontrolowanych czasach potowicznej przemiany [75], pozwalajg na
ustalenie zalezno$ci miedzy ich budowg a trwatoscig i —w konsekwencji —na
planowanie struktur zwigzkéw o pozgdanej trwatosSci Otwiera to obiecujgce
perspektywy syntez oraz zastosowan nowych zwigzkéw chemicznych w wielu
dziedzinach.
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4. UWAGI KONCOWE

Analiza cyklu zycia produktu, stosujgca procedury iloSciowe oparte na
naukowych podstawach, wyodrebnia sie jako oddzielna, interdyscyplinarna
galgz wiedzy, ktdrej rozwojem sg zainteresowani zar6wno przedstawiciele prze-
mystu (gospodarki), jak i ekolodzy. Ciggle rosngca liczba publikacji poswieco-
nych tej problematyce stata sie impulsem do powotania (w 1966 r.) odrebnego
czasopisma: ,, The International Journal of Life Cycle Assessment” (Int. J. LCA)
i towarzystwa Society for the Promotion of LCA Development (SPOLD). Po-
dobnie wiele zrobiono dotad w celu opracowania sformalizowanych procedur
oceny ryzyka dla cztowieka i Srodowiska naturalnego, jakie pocigga za sobg
stosowanie okreslonych substancji (produktow).

Przemyst chemiczny korzysta nie tylko z opisanych narzedzi, majacych na
celu zwiekszenie bezpieczenstwa ekologicznego proceséw produkcyjnych oraz
produktéw. Wdraza program Odpowiedzialnej Troski (ang. Responsible Care)
(w Polsce inicjatywie tej patronuje Polska Izba Przemystu Chemicznego), zmie-
rza do wprowadzania —w miejsce starych, zazwyczaj ucigzliwych dla srodowi-
ska naturalnego —tzw. czystych technologii (ang. clean technologies) oraz zrow-
nowazonych technologii (ang. sustainable technologies). Te i inne inicjatywy
[1-3] stanowig wkiad do wymogu zréwnowazonego rozwoju (ang. sustainable
development) naszej cywilizacji. Coraz cze$ciej mozna sie tez spotkac z opinia-
mi, ze to przemyst chemiczny bedzie pomocny w przywroceniu poszczeg6lnym
ekosystemom ich nie skazonego stanu i naturalnych funkcji. Tak np. realizacja
postanowien Protokotu Montrealskiego w sprawie substancji zubozajacych
warstwe ozonowg [76] spowodowata zmniejszenie, w ciggu lat 1986-1991, pro-
dukcji i zuzycia freonéw (CFC) o ok. 40% oraz wprowadzenie pierwszej gene-
racji ich zamiennikéw [77], Przykiad ten — nie jedyny zresztg — wydaje sig
potwierdza¢ zasadnos$¢ tych opinii.
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ABSTRACT

Nickel is now well recognized as an essential ultra trace element for bac-
teria and plants, where five distinct types of Ni-containing enzymes have been
identified. It is also considered to be essential for animals and humans, how
ever, its role in animal biochemistry is not well defined.

The article, containing 10 figures and 201 bibliographic positions, provides
a current summary of the properties of known nickel enzymes, with emphasis
on structure-function relations. In the beginning the paper reviews occurrence
of Ni in environment, and its biological importance. The relevant chemistry of
nickel complexes has been shortly reviewed.

Nickel enzymes are particularly prominent in the metabolism of anaerobic
bacteria. For example, the metabolism of methanogens involves methyl-CoM
reductase, nickel hydrogenase, acetyl-CoA synthase, and carbon monoxide de
hydrogenase. Important enzyme for many bacteria, fungi, and plants is urease.

Urease catalyzes the hydrolysis of urea, to form ammonia and carbamate.
It was the first enzyme ever to be crystallized (Sumner J. B., J. Biol. Chem,
1926,69,435; ibid., 1926,70,97). In 1975 Dixon and co-workers discovered that
urease contains nickel at the active site (Dixon N. F. et al., J. Am. Chem. Scx,
1975, 97, 4131). Twenty years later the X-ray crystal structure of the urease
from Klebsiella aerogenes has been determined (Jabri E. et al., Science, 1996
268, 998). The enzyme is an (aPy)3 trimer with each a-subunit having an
(ap)g-barrel domain containing a binickel active site. A carbamylated lysire
provides an oxygen ligand to each nickel, explaining why carbon dioxide &
required for the activation of urease apoenzyme (Park I. S., Hausinger R. P,
Science, 1995,267,1156). In the paper the coordination geometry of nickel ios
and the structure of active site, together with possible catalytic mechanism, ae
presented.

[NiFe]-hydrogenases catalyze the two electron redox chemistry of H2
Crystallographic data on the hydrogenase from Desulfovibrio gigas were pres-
ented (Volbeda et al., J. Am. Chem Soc., 1996, 118, 12989), giving new infor-
mation on the structure and mode of action of its H2 activating place. The
active centre was found to contain a heterodinuclear active site composed of
a Ni centre bridged to an Fe centre by cysteinate ligands, and by oxygen
species, which is proposed to be signature of the inactive form of the enzyme.
The iron atom binds three diatomic ligands which are nonexchangeable triply
bonded molecules (probably CO, CN~ or NO). Based on the new structure
possible modes of hydrogen binding and catalytic action of the active site are
discussed.

Methyl-coenzyme M reductase (MCR) catalyzes the final stage of the re-
duction of carbon dioxide to methane in methanogenic bacteria. The terminal
step involves prosthetic group, Factor 430 (F-430), which in the resting state is
a nickel(ll) tetrapyrrole. Studies of F-430 in the enzyme complex suggest
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a hexacoordinate, octahedral Ni(ll) environment, with two oxygen axial li-
gands. The spectral data of the active form of MCR are characteristic for F-430
in the Ni(l) oxidation state (Goubeaud M. et aL, Eur. J. Biochem., 1997, 243,
110), indicating that methyl-CoM reductase is activated when the
enzyme-bound coenzyme F-430 is reduced to the Ni(l) state. The macrocycle
can readily accommodate the structural changes that accompany reduction
Nifll) to Ni(l).

Carbon monoxide dehydrogenase (CODH) catalyzes the reversible oxida-
tion of CO to COz, at an active site, called the cluster C, composed of an
[4Fe-4S] cube with pentacoordinate Fe (called FCII), linked to a Ni (Hu Z. et
al, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 830). Besides the enzymes that contain only
CODH activity, there are the bifunctional enzymes that contain both CODH
and acetyl-CoA synthase (ACS) activity (Ragsdale S. W., Kumar M., Chem.
Rev., 1996, 96, 2515). This enzyme catalyzes reaction of CO at two separate
Ni-FeS clusters. Oxidation of CO to COz is catalyzed by duster C, while
incorporation of CO into acetyl-CoA occurs at cluster A. A model of catalysis
is proposed.
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ROZPOWSZECHNIENIE | WYSTEPOWANIE NIKLU

Srednia zawarto$¢ niklu w skorupie ziemskiej wynosi 86 ppm, co daje mu
22 miejsce wsrod pierwiastkow [1], Wystepuje on gtownie w rudach siarcz-
kowych i tlenkowych. Najwiecej znajduje sie go w skatach ultrazasadowych (o
2000 ppm) i zasadowych (130-160 ppm), a najmniej w kwasnych (5-15 ppn: t
[2]. Nikiel fatwo ulega mobilizacji w procesach wietrzenia.

Gleby piaszczyste zawierajg do 10 ppm Ni, czarnoziemy i redziny —do
30 ppm. Zanieczyszczenia przemystowe moga zwiekszy¢ zawartos¢ Ni w gle-
bach do kilkudziesieciu tysiecy ppm, przy dopuszczalnej dla gleb uprawnych
wartosci 100 ppm [2], Nikiel wystepuje w nich gtéwnie w formach zwigzanych
z materig organiczng. Jego ruchliwo$¢ nie ogranicza sie wiec do gleb kwasnych,
ale jest tez duza w glebach obojetnych i alkalicznych. Mobilnos¢ ta maleje
w wyniku sorpcji przez wodorotlenki Fe i Mn, rosnacej ze zmniejszaniem sig
kwasowosci gleb.

W wodach nikiel wystepuje gtownie jako zawiesina koloidalna, szybko
sorbowana przez mineraty ilaste. Wskutek tego jego stezenie jest male
0,3-1 jigedm ~3 w rzekach i 0,1-0,6 p.g-dm ~3w wodach moérz i oceandw (przy
brzegach > 1jig-dm-3), [2, 3], W wodach gruntowych niklu jest $rednio
2,5 (.g dm-3. Dopuszczalne jego stezenie w wodach gruntowych wynosi w Po-
Isce 20 |ig-dm-3, w wodach powierzchniowych 1 mg-dm-3, a w wodzie do
picia 30 jig-dm -3 [4].

Zawarto$¢ niklu w powietrzu atmosferycznym wynosi na Spitzbergenie
ponizej 0,2ng-m-3, 2-6 ng-m~3 na obszarach zamiejskich, 17-25 ng-m"3
w miastach i do 150 ng-m-3 w metropoliach [2], W zaktadach przemystowych
stosujagcych Ni jego ilos¢ w 1 m3 powietrza zmienia sie od mikro- do mili-
gramow. Kazdy papieros zawiera ok. 2,2 jig Ni, ktéry przy paleniu przechodzi
do fazy gazowej, gtdwnie w formie toksycznego, tatwo wchianianego przez
ptuca Ni(CO)4 [3].

ZNACZENIE BIOLOGICZNE NIKLU

Juz w 1915 r. zauwazono, ze nikiel przyspiesza wschodzenie pszenicy
i wptywa na rozwoj niektorych innych roélin, a w 1948 r. stwierdzono jego
akumulacje w Alyssum bertolonii [1]. Dopiero jednak w 1965 r. ustalono jedno-
znacznie, iz wzrost bakterii w mieszaninie H2 i Oz zalezy od obecnosci Ni
w $rodowisku [5], Wskazywato to, ze przynajmniej dla niektorych organiz-
mow jest to pierwiastek podstawowy. Pod koniec lat szes¢dziesiatych zaczeto
uwazac nikiel za sktadnik niezbedny do rozwoju niektorych bakterii beztleno-
wych, a w 1967 r. wykazano, iz jest on konieczny do wzrostu roslin (Chlorella
vulgaris). W trzy lata pdzniej stwierdzono korzystny wpltyw obecnosci niklu
w pokarmie dla rozwoju kurczakéw [1].
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Mobilne formy niklu sg tatwo przyswajane przez rosliny, w iloSciach zalez-
nych od jego zawartosci w glebie, rodzaju gleby i jej whasciwosci (zwiaszcza
odczynu; fitoprzyswajalnos¢ Ni gwattownie spada przy pH > 6). Zawartos¢
niklu w roélinach wynosi 0,04-4 ppm, choé w rejonach hutniczych moze siega¢
kilku tysiecy ppm [2], Ze wzgledu na rozpowszechnienie tego metalu objawdw
jego niedoboru wiasciwie nie obserwuje sie. Nadmiar niklu i> 10-100 ppm)
jest szkodliwy: powoduje chloroze, zaburzenia w przyswajaniu innych pier-
wiastkow i zaburzenia ogdlnego metabolizmu [2, 3]. Ro$liny hiperakumuluja-
ce {Alyssum bertolonii, Psychotria douarrei, Sebertia accuminata), ktére wytwo-
rzyly specyficzne, wydajne uktady szybkiego transportu i zatrzymywania tego
pierwiastka, moga gromadzi¢ do kilkuset ppm niklu.

Tkanki zwierzat morskich zawierajg 0,1-40 ppm Ni, ryb rzecznych —do
10ppm, a ssakdéw lagdowych — 1-3 ppm [2]. Kregowce przyswajaja go gtow-
nie poprzez uktad pokarmowy i oddechowy. Niezbedno$¢ niklu dla zwierzat
stwierdzono niedawno, hodujac je na diecie pozbawionej tego pierwiatka [3].

Niedobor niklu obserwuje sie przy stezeniach ponizej 40 ppb. Objawia sie
on zmianami skérnymi (dermatozy, rogowacenie), znieksztatceniami kosci kon-
czyn, niewlasciwym upierzeniem, obnizeniem poziomu hemoglobiny i uposle-
dzeniem dziatania watroby wskutek gromadzenia si¢ w niej ttuszczéw. Deficyt
niklu w diecie powoduje u szczuréw zahamowanie wzrostu, anemie, mniejszg
aktywnos¢ wielu uktadow enzymatycznych i zmniejszong zawarto$¢ niektérych
metali $ladowych w watrobie [6-8], Dotychczas nie ustalono jednak zadnej
szczegblnej funkcji Ni w organizmach zwierzecych, cho¢ objawy zwigzane z je-
go deficytem wydajg sie wskazywaé na ich istnienie. Niektore z nich mogg by¢
jednak wywotane za posrednictwem bakterii beztlenowych zyjacych w przewo-
dzie pokarmowym [1, 3, 9],

Toksyczno$¢ niklu zalezy od charakteru chemicznego, postaci fizycznej
i sposobu wchioniecia zawierajgcych go substancji. Wnikanie tego metalu do
komorek kregowcdow zalezy od jego formy biochemicznej i rodzaju tkanki,
w ktorej one wystepuja. Nadmiar niklu w diecie zwierzat zaburza metabolizm
magnezu i cynku [3]. U szczurdw, ktore pity wode zawierajaca sole niklu, rosta
Smiertelno$¢ nowo narodzonych i liczba kartowatych osobnikéw, czesciej tez
rodzity sie samice.

Ciato cztowieka o wadze 70 kg zawiera 10 mg Ni. Dzienne zapotrzebowa-
nie na nikiel jest nieduze i wynosi 25-35 |ig [3], wobec przecigtnie przyjmowa-
nej dawki 165 pg, a przy diecie bogatej w kakao lub orzechy —przekraczajacej
1mg. Szczegolnie duzo Ni wystepuje w réznych przyprawach: gozdzikach
(3200 ppm), pieprzu (2000 ppm), papryce (1550 ppm) [2], ale ich udziat w po-
zywieniu jest niewielki.

W tkankach ciata ludzkiego znajduje sie¢ 0,02-2 ppm niklu. Gromadzi sie
on w nerkach (0,5-2 ppm), watrobie (0,02-2 ppm), miesniach (1-2 ppm), kos-
ciach (1 ppm) i ptucach; jego stezenie we krwi wynosi 1,3-3,3 pg-dm-3 [3].
Nikiel stabo wchiania sie w przewodzie pokarmowym (< 10% dla zwigzkow
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nieorganicznych Ni, co odpowiada 1-2% niklu dostarczanego w pozywieniu)
[1,3]. Pierwiastek tenjest szybko wydalany z organizmu —gtéwnie z moczem,
ale takze z potem, $ling i wypadajagcymi wiosami.

Nadmiar niklu jest szkodliwy, ale dopuszczalnych zawartosci dotychczas
nie ustalono. Uszkadza on szpik kostny i bltony $luzowe (zwlaszcza Ni w py-
fach atmosferycznych). U ludzi coraz czesciej wystepuje specyficzna alergia na
nikiel, objawiajaca sie zapaleniem skory. Cierpi na nig 5-13% populacji: ok
1% mezczyzn i 14% kobiet [3,10], Osoby te nie moga uzywac naczyn kuchen-
nych i sztuécdw ze stali nierdzewnej, zawierajacych nikiel monet lub bizuterii.

Najbardziej toksycznym zwigzkiem niklu (bardziej niz np. cyjanowodor)
jest gazowy karbonylek Ni(CO)4, bardzo tatwo wchianiany przez pluca i z
wzgledu na swa lipofilowos¢ przenikajgcy przez btony komorkowe do wigkszo-
ci narzadow [11], W organizmie jest on metabolizowany do wigzanego przez
hemoglobine tlenku wegla oraz wolnego niklu, ulegajagcego nastepnie utlenie-
niu do Ni(ll). Zatrucia karbonylkiem niklu, wystepujace najczesciej w przemys-
le przy oczyszczaniu tego metalu, majg poczatkowo tagodny przebieg. Wy-
stepuja mdtosci, bole glowy, dusznosci i bole w klatce piersiowej, ktore zwykle
szybko ustepuja. Po pewnym czasie — od 12 godzin do 5 dni — wracaja
dusznosci i kaszel oraz nastepujg zmiany w mozgu i innych narzgdach, mogace
doprowadzi¢ do $mierci. Przy zatruciach karbonylkiem niklu stosuje sie diety-
loditiokarbaminian sodu; inne czynniki chelatujgce sg mniej skuteczne [5.

Najwieksze zagrozenie dla ludzi eksponowanych na dziatanie niklu vwyni-
ka z jego kancerogennosci [12], Przyczyna nowotworéw moga by¢ Ni(CO®
lub stabo rozpuszczalne w wodzie zwiazki Ni, takie jak Ni3S2 lub NiO. Granu-
Iki tych ostatnich dostajg sie do komérek przez fakulatywng fagocytoze. W nie-
ktorych tkankach wnikaniu niklu do komoérek zapobiega obecno$¢ w Srodowi-
sku pozakomorkowym potencjalnych ligandéw chelatujgcych. Wdychanie roz-
puszczalnych w wodzie soli niklu przypuszczalnie nie jest rakotworcze, za8
przypadkowe spozycie ich roztwordw przejawia sie tylko przejsciowg nefrotok-
sycznoscig [12]. Gtéwnym mechanizmem kancerogennego rj/iatania niklu jest
oksydacyjne uszkadzanie DNA [12], ale nie wyjasnia ono wszystkich obser-
waq'i, dlatego formutowane sg i inne hipotezy [12-17],

WEASCIWOSCI CHEMICZNE NIKLU

Nikiel, [Ar] 3d84s2, wystepuje w zwigzkach na kolejnych stopniach utle-
nienia od —1 do +4. Najtrwalszy, najczesciej spotykany i najlepiej zbadany
jest nikiel(Il). Ze wzgledu na préby opracowania modeli centréw Kkatalitycz-
nych enzymoéw niklowych duzo uwagi poswiecono w ostatnich latach kom-
pleksom Ni(l) i Ni(lll) [18].

Nikiel(-1) wystepuje w anionie [Ni2(CO)6] 2_, ale ani struktura, ani licz-
ba koordynacyjna jonu metalu w tym kompleksie nie sg znane. Nikiel na
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Ooraz +1 stopniu utlenienia wystepuje najczesciej w zwigzkach metaloorgani-
cznych Nikiel{0), (d1€) jest stabilizowany przez ligandy silnie rc-akceptorowe,
takie jak CO, PR3 lub P(OR)3. Jego kompleksy majg zwykle budowe tetraed-
ryczng [19].

Nikiel(l), (d9) jest mocnym reduktorem. Jest on izoelektronowy z Cu(ll),
ale ma wiekszy promien jonowy i preferuje miekkie atomy donorowe ligandéw.
Tworzy on przede wszystkim kompleksy tetraedryczne, ale takze diamagnety-
ezne kompleksy dwurdzeniowe z wigzaniami metal—metal. Niektére mono-
rdzeniowe kompleksy Ni(l), np. z Ugandami makrocyklicznymi koordynowa-
nymi przez azot, o rozmiarach luki w pierScieniu pozwalajacych przyja¢ duzy
jon Nil, maja budowe bipiramidy tetragonalnej. Stabilizacja Ni(l) przez ligan-
dy wodorkowe i ditiolenowe moze by¢ istotna dla zawierajacych ten metal
enzyméw [18].

Nikiel(ll), (d8) przyjmuje w kompleksach liczby koordynacyjne od 3 do
6oraz wszystkie wazniejsze typy struktur: oktaedryczna, bipiramidy trygonal-
ngj, piramidy kwadratowej, tetraedryczng i kwadratowa. Zwykle jednak wy-
stepuje —w zaleznosci od pola ligandow —jako jon paramagnetyczny w ko-
ordynacji oktaedrycznej albo diamagnetyczny, w otoczeniu o symetrii kwad-
ratowej. Kompleksy z ligandami zawierajgcymi donorowe atomy tlenu sg wy-
sokospinowe. W silnym polu ligandéw (np. z donorami S), powstajg kompleksy
niskospinowe. Nieduze zmiany wiasciwosci elektronowych lub rozmieszczenia
przestrzennego donoréw moga powodowac zmiane stanu spinowego. Wigza-
nia w kompleksach z donorami azotowymi sg na og6t mocniejsze niz w zawie-
rajacych ligandy wytwarzajgce stabsze pole, ale [Ni(NH?3)6] 2+ tatwo dysocjuje
wwodzie, co potwierdza labilno$¢ wysokospinowych komplekséw Ni(ll). Rea-
kcje podstawienia dla tych ostatnich zachodzg znacznie szybciej niz dla kom-
plekséw niskospinowych. W wyniku utleniania komplekséw oktaedrycznych
NiQIl) zwykle powstajg oktaedryczne potgczenia Ni(IV), a plaskich, kwadrato-
wych —tetragonalne kompleksy Ni(l1l) [12, 18]. Kompleksy pieciokoordyna-
cyjne bywajg dia- lub paramagnetyczne [12, 18, 19].

Z ligandami wylacznie monodentatnymi Ni(ll) tworzy tylko kilka kom-
pleksébw o budowie kwadratowej — np. [Ni(CN)4]2-. Znacznie ich wiecej
zawiera ligandy dwukleszczowe: siarkowe (Sl~), dimetyloglioksym, ditiokar-
baminian. Kompleksy ptaskie, kwadratowe Ni(ll) mogg przechodzi¢ w para-
magnetyczne zwigzki tetraedryczne. Mozliwe sg tez koordynacje bipiramidy
trygonalnej (kompleksy na og6t niskospinowe) i piramidy kwadratowej (kom-
pleksy zwykle wysokospinowe). Pomiedzy tymi strukturami wystepujg skom-
plikowane stany réwnowagi, zaleznie od temperatury i od stezei reagentdw.
Nikiel(ll) tworzy tez kompleksy dwu- i wielordzeniowe. Wystepujg w nich
wigzania metal—metal lub ligandy mostkowe tgczace ze sobg jony metalu
wystepujace w otoczeniu piecio- lub szeSciokoordynacyjnym.

Stopien utlenienia +3 byt dla niklu uwazany do niedawna za bardzo
rzadki. Zainteresowanie takimi zwigzkami wzrosto po zaobserwowaniu Ni(lll)
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w uktadach biologicznych i stwierdzeniu samorzutnego ich tworzenia z plas-
kich, kwadratowych komplekséw niklu(ll) w obecnosci Oz. Uwaza sie, ze ni-
kiel na tym stopniu utlenienia jest produktem posrednim w reakcjach redoks
katalizowanych przez Ni(ll) [20].

Nikiel(1ll), (d7) stabilizujg niektore ligandy: aminy makrocykliczne, por-
firyny, chelatowe amidy, oksymy, 1,1-ditiolany [21]. Kompleksy te majg na
0go6t budowe odksztatconego oktaedru, kwadratowg lub bipiramidy trygonal-
nej. Zwigzki jednordzeniowe sg paramagnetyczne (zwykle jeden elektron nie-
sparowany). Wiasciwosci kinetyczne komplekséw Ni(lll) i ich zachowanie
w reakcjach utleniania-redukcji zalezg od skoordynowanych ligandow [21, 27],

Monopeptydowe potgczenia Ni(lll) mozna otrzymaé przez utlenienie
kwadratowych komplekséw di-, tri-, tetra- i pentapeptydowych Ni(ll). Majg
one budowe wydtuzonej bipiramidy kwadratowej, z czasteczkami wody w po-
zycjach aksjalnych. Kompleksy bis(dipeptydowe) Ni(ll) utleniajg sie do zwigz-
kow Ni(lll) o strukturze skréconej bipiramidy tetragonalnej. W przeciwienst-
wie do trwatych komplekséw mono(tripeptydowych) Ni(ll), kompleksy Ni(lll;
tatwo przytaczajg drugi tripeptyd, dajac zwigzki bis(tripeptydowe) o budowie
wydtuzonej bipiramidy tetragonalnej. Znane sg kompleksy Ni(ll1) z ligandami
mieszanymi, gdzie obok peptydu skoordynowane sg inne jony lub czasteczki
[21-24].

Nikiel(1V), (d6) jest mato trwaty i znanych jest niewiele jego zwigzkdw.
Wiekszo$¢ z nich zawiera twarde ligandy z donorowymi atomami tlenu lub
azotu. Majg one budowe oktaedryczng lub odksztatconego oktaedru, zwykle
sparowane spiny i sg diamagnetyczne lub wykazujg staby paramagnetyzm nie-
zalezny od temperatury [18].

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA NIKLU

Dotychczas poznano kilka enzyméw zawierajgcych nikiel. Przelomowe
znaczenie dla rozwoju chemii bionieorganicznej tego metalu miato odkrycie, z
znana juz od dawna ureaza jest enzymem niklowym. Poniewaz wystepuje ona
nie tylko w wielu bakteriach, ale i w wiekszosci roélin, wyjasniatoby to cho¢
czesciowo korzystny wptyw Ni na ich rozwdj. Wedtug obecnego stanu wiedzy
ureaza jest jedynym enzymem niklowym w roslinach wyzszych. Stwierdzono
tez, ze nikiel jest niezbedny dla alg, cho¢ nie zawierajg one ureazy [25].

Obecnos¢ niklu wykryto takze w enzymach bakteryjnych: hydrogenazach
z wiekszosci (cho¢ nie wszystkich) bakterii, dehydrogenazie tlenku wegla z bak-
terii beztlenowych oraz w reduktazie metylokoenzymu M z bakterii metano-
gennych [25, 26]. W przeciwienstwie do ureazy, ktora jest enzymem hydro-
litycznym, wszystkie pozostate enzymy niklowe uczestniczg w reakcjach utle-
niania-redukcji. Zadnego z nich nie znaleziono w organizmach zwierzecych
i znaczenie fizjologiczne niklu nie jest w ich wypadku jasne. Wiadomo jednak,
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ze metal ten moze by¢ bezposrednio koordynowany z biatkiem, zwiaszcza
przez fragmenty o duzym udziale reszt histydynowych [27, 28].

Niedawno wyizolowano ze Streptomyces sp. i Streptomyces coelicolor nik-
lowg dysmutaze ponadtlenkowg (SOD), [29]. Oba enzymy sg zbudowane
z czterech identycznych podjednostek (Mr= 13,4 tys. u), rdéznigcych sie od
Fe-SOD, Mn-SOD oraz Cu,Zn-SOD strukturg pierwszorzedowsg i N-kon-
cowg sekwencjg aminokwasow. Ich widma EPR byly podobne do widm tet-
ragonalnych komplekséw oligopeptydowycb Ni(lll), zwtaszcza zawierajgcych
histydyne. O podstawowym znaczeniu niklu dla funkcjonowania enzymu $wia-
dczy fakt, ze pozbawione go apobiatko nie wptywa na przemiange 0 2 w H20 2.

Enzymy niklowe badano réznymi metodami fizykochemicznymi, zwiasz-
cza spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego, EPR [30],
i spektroskopii absorpcyjnej promieniowania rentgenowskiego, XAS [31-33],
Badania te uzupetniane byly syntezami komplekséw modelowych niklu, na-
$ladujgcych wiasciwosci spektroskopowe i katalityczne centrow metalicznych
w enzymach [26]. Dopiero w ostatnich latach rozwigzano strukture krysta-
liczng ureazy i poczyniono znaczne postepy na drodze do okre$lenia struk-
tury hydrogenazy, co pozwala lepiej zrozumie¢ budowe i funkcje centréw nik-
lowych.

Otoczenia koordynacyjne niklu w enzymach sg znaczaco odmienne, petni
on tez r6zne funkcje. Celowe jest wiec oddzielne rozwazenie poszczeg6lnych
enzyméw, z uwzglednieniem budowy miejsca aktywnego i funkcji jonéw metalu.

UREAZA

Ureaza, czyli amidohydrolaza mocznika, E.C.3.5.1.5, byfa pierwszym en-
zymem wyodrebnionym w postaci krystalicznej (J. B. Sumner, 1926 r. —z na-
sion fasoli ,,Ja$”, Canavalia ensiformis) [34]. Wystepuje ona w wielu bakteriach,
wtym patogennych (Klebsiella aerogenes, Helicobacter pylori, Campylobacter
pylori, Proteus mirabilis, Bacillus pasteurii i in.) oraz w grzybach i roslinach
wyzszych, uczestniczac w obiegu biochemicznym azotu w przyrodzie [11,
35-45]. Ureaza katalizuje hydrolize mocznika do karbaminianu, ktoéry roz-
klada sie samorzutnie do amoniaku i wodoroweglanu:

(HN)2C=0 + HO H2NCOO~ + NH4, )
H2NCOO- + H20 + H+ NH4 + HCO3. )

Pieédziesiagt lat po wykrystalizowaniu tego enzymu wykazano obecnos¢
nikluw jego miejscu aktywnym [46]. Ureaza z fasoli jest heksamerem (podjed-
nostki o ciezarach czasteczkowych Mr = 90,4 w103 u), natomiast enzym z K. ae-
rogenes — trimerem. Homologia sekwencyjna obu tych biatek przekracza
50% [47, 48], a ich wiasciwosci spektroskopowe i katalityczne sg niemal iden-
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tyczne [26], Podjednostka katalityczna wszystkich poznanych ureaz zawiera
dwa znajdujgce sie blisko siebie jony metalu [49-53], enzymy te sg wiec dwu-
rdzeniowymi metalohydrolazami [26, 54, 55].

W tworzeniu centrum metalicznego najlepiej scharakteryzowanej ureazy
z K. aerogenes [56-60] uczestniczg in vivo biatka UreD, UreE, UreF i UreG
[61]. Postuluje sie stabilizacje konformacji apoproteiny ureazy przez UreD i role
Zrédta jondw niklu dla UreE; znaczenia UreF i UreG dotychczas nie wyjasniono
[61-64], Wigzanie niklu przez apoureaze wymaga obecnosci C02 [62].

Strukture krystaliczng ureazy z K. aerogenes ustalono rentgenograficznie
w 1995 r. [65]. Jest ona trimerem (ocPy)3, zbudowanym z T-ksztattnych jednostek
ocPy o ciezarach czasteczkowych 60304 u (a, UreC), 11695 u ((3, UreB) i 11086
u (7, UreA). Kazda z nich zawiera cztery domeny strukturalne: po dwie w fan-
cuchach a i po jednej wtancuchach P oraz 7. Miejsce aktywne enzymu znajduje
sie w C-koncowej czesci domeny 1 (reszty ocl30-cc414), tj. domeny (ocP)8 podjed-
nostki a [65], niemal identycznej z odpowiednimi fragmentami dwdch mono-
rdzeniowych enzyméw cynkowych: deaminazy adenozynowej [66, 67] i fosfo-
triesterazy [69],

W miejscu aktywnym ureazy dwa mocno zwigzane jony Ni(ll), odlegle
0 350 pm od siebie, sg potaczone ze sobg mostkiem karboksylanowym zmody-
fikowanej lizyny Lys-a217*. Z jej grupy e-aminowej w reakcji z C 0 2 tworzy sie
karbaminian, ktéry moze uczestniczyé w koordynowaniu metalu [62, 69]. Wy-
jasnia to niezbedno$¢ dwutlenku wegla do wigzania niklu i aktywacji apoen-
zymu. Podobny mechanizm aktywacji znano wczesniej dla fosfotriesterazy [63]
1 magnezowej karboksylazy/oksygenazy rybulozo-l,5-difosforanu (Rubisco)
[70, 71]; jest on tez prawdopodobny dla zawierajacej zelazo oksydazy 1-ami-
nocyklopropano-I-karboksylanu (ACC) [72]. Dtugi tancuch weglowy i obec-
nos$é grupy NH2COO~ zamiast e-NH3w H2N(CH24CH(NH2)COOH umoz-
liwia w ureazie rdwnoczesne skoordynowanie Lys-a217* do dwdch jonow
Ni(ll); grupa karboksylanowa jest dla nich ligandem mostkowym. W deamina-
zie adenozynowej wystepuje fragment taricucha niemal identyczny z domeng
(otp)8podjednostki o zawierajgcg miejsce wigzania niklu. Zamiast Lys znajduje
sie tam jednak Asp-181, H2NCOCH2CH2(NH2)COOH, o krétszym fancuchu,
co pozwala na zwigzanie sie z jednym tylko jonem metalu [73],

Rubisco i fosfotriesteraza, takze koordynujgce jony metalu przez karbamy-
lowang lizyne, ulegajg fatwo deaktywacji pod dziataniem zwigzkéw chelatuja-
cych. Ureaza jest natomiast bardzo odporna na dziatanie czynnikéw denaturu-
jacych [47,48, 74], co wynika z jej struktury czwartorzedowej, prowadzacej do
schowania niezwykle duzej czesci reszt aminokwasowych wewnatrz biatka
(60% w podjednostce a, 30% w P i 50% wy) [75]. Stosunek powierzchni do
objetosci jest w niej unikatowo maty; mniejszy nawet niz w hipertermostabil-
nym enzymie, ferredoksynowej oksydoreduktazie aldehydowej, AOR [76],
Znaczacy udziat w mocnym wigzaniu niklu ma preorganizacja apoenzymu.
Jego struktura —z wyjatkiem miejsca aktywnego, w ktorym czasteczka wody
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zajmuje miejsce brakujgcych jonéw niklu i karbaminianu —jest prawie iden-
tyczna jak holoenzymu [75],

W sferze koordynacyjnej Ni2 (rys. 1) sg dwa atomy azotu, Ne His-al34
i Ne His-0d36, oraz trzy atomy tlenu: z Asp-cc360, mostkowej Lys-a217* i czaste-
czki Wat-1 (HzO lub OH~; przeprowadzone badania nie pozwalajg ich rozroz-

Lys 217"

His 136

His 272

Asp 360

Rys. 1. Otoczenie koordynacyjne jondw niklu w miejscu aktywnym ureazy z Klebsiella aerogenes [65]

ni€). Jon Ni2 ma koordynacje posrednig miedzy bipiramidg trygonalng a pira-
midg kwadratowa. Drugijon metalu w miejscu aktywnym, Nil, ma nietypowa,
pseudotetraedryczng geometrie koordynacyjng [65, 77]. Jest on zwigzany
z drugim atomem tlenu Lys-a217* oraz atomami azotu N8 His-a246 i Ne
His-a272. Czwarte miejsce koordynacyjne uzupetnia stabo oddziatujacy ligand
Wat-1. Poréwnania z modelowymi dwurdzeniowymi kompleksami Ni(ll)
[78-82] wskazuja na unikatowy charakter koordynacji jonow metalu w urea-
zie, wynikajacy z silnej stabilizacji potozenia ligandéw wokét centréw koor-
dynacji przez oddziatywania hydrofobowe i wigzania wodorowe [75].

Mutant H134A, w ktérym His-al34 zastgpiono resztg Ala, jest nieaktyw-
ny katalitycznie. Zamiast dwoch jonéw niklu zawiera on tylko Nil, o koor-
dynacji nie pseudotetraedrycznej, ale oktaedrycznej. Wskazuje to na istotne
znaczenie jonu Ni2 w ustalaniu odpowiedniej geometrii koordynacyjnej Nil
i tworzeniu aktywnej ureazy. Jon niklu w mutancie jest takze wigzany przez
His-246, His-272 i Lys-217* (co $wiadczy, ze karbamylowanie grupy aminowej
Lys-217 moze zachodzi¢ rowniez w nieobecnosci jonu Ni2), a ponadto przez
trzy czasteczki wody. Poza rdznicami wokot centrum metalicznego (reszty
314-331) struktura biatka pozostaje w zasadzie nie zmieniona [75].

Dwa centra metaliczne potgczone ze sobg mostkami karboksylanowymi
lub fosfodiestrowymi wystepuja w licznych hydrolazach [73]. Dla wielu z nich
szczeg6towe mechanizmy katalityczne nie sg znane, ale uwaza sie, iz jeden jon
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metalu jest kwasem Lewisa, polaryzujacym i stabilizujgcym grupe odchodzaca,
a drugi deprotonuje czasteczke wody, stuzac za lokalne zrédto jondw OH ~do
nukleofilowego ataku na substrat. Postuluje sig, ze podobnie jest i w ureazie.

Badania mutagenetyczne $wiadczg o kluczowej roli His-a219 i His-a320
w katalizie enzymatycznej [75, 83]. Reszta His-a219 wptywa na wigzanie sub-
stratu, prawdopodobnie przez tworzenie wigzania wodorowego z mocznikiem.
Znajduje sie ona w ,,kieszeni” biatkowej w miejscu aktywnym, w odlegtosci 310
pm od Nil, 370 pm od Ni2 oraz 300 pm od wolnego miejsca koordynacyjnego
Nil. Reszta ta wystepuje w formie protonowanej przy atomie Ne, co pozwala
wytworzy¢ wigzanie wodorowe z atomem tlenu mocznika, umozliwiajgc od-
powiednie ulozenie substratu i jego polaryzacje [75].

Rys. 2. Mozliwy mechanizm funkcjonowania miejsca aktywnego ureazy: AH — reszta Hisa219
polaryzujaca grupe karbonylowg skoordynowanej czasteczki mocznika i utatwiajgca atak nuk-
leofilowy grupy OH-, B: — zasada Lewisa (przypuszczalnie atom azotu Hisa320) [73]
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Przypuszcza sie, ze His-a320 petni w procesie katalizy role zasady. Odleg-
fo$¢ protonowanego atomu Ne od hipotetycznego nukleofila, Wat-1 (H20 lub
OH- ), wynosi co prawda az 430 pm, czyli reszta ta jest zbyt daleko, by mogta
aktywowac Wat-1. W wyniku zmian konformacyjnych po zwigzaniu czasteczki
mocznika His-a320 moze jednak znalez¢ sie w odpowiednim potozeniu. W en-
zymie nie zmodyfikowanym Wat-1 oddzialuje z tq resztag za posrednictwem
Wat-170. W strukturze H320A poza brakiem His-a320 w fancuchu bocznym
jedyng zmiana jest utrata Wat-170 i przesuniecie Wat-1 ze sfery koordynacyj-
nej Ni2 na pozycje liganda mostkowego, 240 pm od Nil i 230 pm od Ni2. Jon
Ni2 zachowuje swojg koordynacje, natomiast koordynacja Nil przestaje by¢
tak unikatowg, bowiem wigzane sg teraz cztery Ugandy (dwa N i dwa O) w geo-
metrii tetraedrycznej. Mozliwg dodatkowo poza rolg zasady katalitycznej, albo
nawet alternatywng funkcjg reszty His-0c320, moze by¢ zapewnienie odpowied-
niej geometrii miejsca aktywnego, umozliwiajacej zwigzanie mocznika [75],

Proponowany mechanizm funkcjonowania miejsca aktywnego ureazy
przedstawiono na rys. 2 [73, 84]. Oprocz Nil, Ni2 i grup pokazanych na
rysunku w katalizie uczestniczg takze kwasowe i zasadowe reszty aminokwaso-
we obecne w miejscu aktywnym wokét . kieszeni” biatkowej wigzacej mocznik
w poblizu skoordynowanej czasteczki wody. Model ten jest bardzo prawdopo-
dobny, ale nie mozna zupetnie wykluczy¢ wigzania si¢ substratu z obydwoma
jonami Ni(ll). W prowadzonych obecnie badaniach najistotniejsze wydaje sie
okreslenie struktury krystalicznej ureazy zawierajgcej zwigzany inhibitor.

HYDROGENAZY

Hydrogenazy (E.C.1.12.1.2, 1221, 1.899.1) to enzymy uczestniczace
wmetabolizmie wodoru czgsteczkowego. Katalizujg one tworzenie i utlenianie
H2(3), w czym biorg tez udziat odpowiednie donory lub akceptory elektron6w:
NAD, ferredoksyny, cytochrom c itp. Hydrogenazy moga réwniez katalizowac
wymiang izotopowg wodoru (np. 4) i wzajemng przemiang orto- i para-wodoru
©) [25].

H2"N 2H+ + 2e~, ©)]
D20 + H2"H 20 + xD2+ (1—x)HD, @
para-H2;=torto-H2. )

Reakcje te wskazuja, ze hydrogenaza katalizuje heterolityczne rozrywanie
wigzania w czasteczce H2. Powstaty proton taczy sie przy udziale enzymu
z zasada, a jon wodorkowy jest przypuszczalnie wigzany przez centrum me-
taliczne. Beztlenowce wytwarzajg ponad 200 min ton H2 rocznie, a tlenowce 10
min ton [85], Wodor ten jest zuzywany przez inne organizmy, przede wszyst-
kim archebakterie metanogenne, bakterie acetogenne, redukujace siarczany lub
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azotany, a takze przez niektére grzyby i algi. Kodujg one w swych genach
rézne hydrogenazy [86], kt6re wystepujg m.in. w cytoptazmie (np. C. pasteuria-
num, Nocardia opaca Ib [87]) i w przestrzeni periplazmatycznej (Desulfoiibrio
gigas). Najpowszechniejsze sg jednak zwigzane z btonami hydrogenazy tan-
cucha oddechowego. Spotyka sie je w bakteriach utleniajgcych wodér gazowy
(£. coli, Alcaligenes), wbudowujacych N2 (Azotobacter) i w bakteriach fotosyn-
tezujacych (Rhodobacter capsulatus, Thiocapsa roseopersicina, C. cinosum) [25,
88-92].

Niemal wszystkie hydrogenazy zawierajg centra zelazo-siarkowe. W 1990 r.
wyodrebniono z bakterii metanogennych nowy typ enzymu, hydrogenaze
N 5N 10-metenylotetrahydrometanopteryny, w ktorej nie ma centrow metali-
cznych [85, 93, 94]. W hydrogenazach z ponad dwudziestu réznych organiz-
mow wystepuje nikiel [95, 96]. Enzymy te dzieli sie wiec ogdlnie na zelazowe
(hydrogenazy [Fe]) i niklowe (hydrogenazy [NiFe]). Te pierwsze, bardzo wraz-
liwe na dziatanie powietrza i trudne do wyodrebnienia, stanowig stosunkowo
matg grupe i na ogot uczestniczg w wytwarzaniu H2. W miejscu aktywnym
majg one specyficzny, zawierajacy szes¢ atomow zelaza klaster Fe-S, tzw. klas-
ter H.

Hydrogenazy niklowe wystepuja we wszystkich grupach taksonomicznych
bakterii. Wiekszo$¢ z nich (poza enzymem hipertermofilowej archebakterii Py-
rococcusfuriosus [25]) katalizuje utlenianie H2 z szybkoSciami wiekszymi niz
jego wytwarzanie, zatem uczestniczg one w jego konsumpcji. Hydrogenazy
[NiFe] cechuje duza r6znorodnos¢ sktadu chemicznego, ciezarow czasteczko-
wych, potencjatéw redukcji i zachowania katalitycznego. Niektore, zawierajgce
zwigzany z niklem selen w formie selenocysteiny, wyré6znia sie jako podklase
hydrogenaz [NiFeSe], Jeszcze inne zawierajg flawine (FMN albo FAD), a we
wszystkich wystepuja centra Fe-S (4-14 atomdéw Fe na jeden atom Ni).

Hydrogenazy niklowe wykazujg znacznie wieksza niz hydrogenazy [Fe]
(cho€ zréznicowang) odpornos$¢ na dziatanie 0 2 i innych inhibitorow: CO,
NO, CN_, C2H2 Czesto obserwuje sie odwracalne dziatanie inhibitoréw przy
krotkiej ekspozycji, a nieodwracalng inaktywacje po dtuzszym czasie. Sugeruje
to, ze niektdre inhibitory moga by¢ wigzane w kilku réznych miejscach en-
zymu. Tlenek wegla w obecnosci Swiatta jest inhibitorem wspdtzawodniczacym
z H2; aktywacja przy naswietlaniu wskazuje na centrum metaliczne jako miej-
sce wigzace [85].

Hydrogenazy niklowe moga wystepowa¢ w réznych formach, dajacych
odmienne widma EPR (rys. 3), [25,26, 97]. Sygnaty EPR pochodzace od niklu
obserwuje sie wraz z sygnatami klasteréw zelazo-siarkowych wchodzacych
w skiad tancuchéw transportu elektronéw do oraz z miejsca aktywnego [25].

Przy wyodrebnianiu enzymu w warunkach aerobowych powstaje miesza-
nina Ni-A i Ni-B, ktére maja rdézne [98] lub jednakowe [99] widma IR. Pierw-
sza z tych form moze by¢ aktywowana dopiero po diugotrwatej inkubacji
w H2 Forma Ni-B, trwata na powietrzu, w temperaturach filologicznych
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Rys. 3. a) Formy wystepowania hydrogenaz niklowych, b) widma EPR réznych form hydrogenazy
[NiFe] z Desulftwibrio gigas [26, 88]
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w obecnosci H2i niskopotencjatowych akceptoréw elektronéw ulega aktywacji
natychmiast [100]. Tworzy sie przy tym najbardziej aktywna forma Ni-C [97,
101]. Przy czesciowej redukcji Ni-B powstaje forma posrednia, nie dajaca syg-
natu EPR, Ni-SI [98]. Przy szybkim utlenianiu przechodzi ona w Ni-A, powol-
ne utlenianie za$ prowadzi do Ni-B. W wyniku czeSciowej, jednoelektronowej
redukcji Ni-A mozna otrzymac nieaktywng forme Ni-SU [98]. Calkowita re-
dukcja aktywowanego enzymu daje forme Ni-R, zndéw nie wykazujaca syg-
natow EPR, ktére mozna by przypisa¢ niklowi. Formy Ni-Sl, Ni-C i Ni-R s3
aktywne wzgledem utleniania H2 lub redukcji protonéw.

Hydrogenazy niklowe sktadajg sie z co najmniej dwoch podjednostek,
duzej (Mr = 46-72 tys. u) i matej (Mr = 23-38 tys. u) [102], W wigkszej znaj-
duje sie zawierajace nikiel miejsce aktywne, a w mniejszej klaster [4Fe-4S]. Ten
ostatni nie jest czescig miejsca aktywnego, a jedynie przenosi tadunek miedzy
H?2 a jednoelektronowymi donorami lub akceptorami. Powszechne w hydro-
genazach sg takze klastery [3Fe-4S], o wyzszych potencjatach redukcji. Ich roli
dotychczas nie ustalono. Hydrogenazy redukujagce NAD (np. z Azotobacter
entrophus)i z hipertermofilowych archebakterii Thermococcus stetteri zawierajg
tez podjednostki z klasterem [2Fe-2S] i FAD [103], a w hydrogenazach redu-
kujacych F-420 w komorkach metanogenow znajduje sie jeszcze trzecia pod-
jednostka [25].

Przy rozwazaniu budowy miejsca aktywnego proponowano rézne sposo-
by koordynacji izolowanego jonu niklu [11, 26, 104, 105, 106], Analiza rent-
genowska formy Ni-A hydrogenazy niklowej z D. gigas ujawnita w miejscu
aktywnym obecno$¢ heterodwurdzeniowego centrum metalicznego [107, 108].
W mniejszej podjednostce sg trzy klastery zelazo-siarkowe utozone niemal li-
niowo, z klasterem [3Fe-4S] pomiedzy dwoma klasterami [4Fe-4S].

Miejsce aktywne enzymu wystepuje w wiekszej podjednostce i zawiera
atom niklu zwigzany mostkowo z odleglym o 290 pm atomem zelaza (rys. 4).
Atomy donorowe tworzg wokot Ni(ll) silnie odksztatcong piramide kwadrato-
wa; szoste miejsce koordynacyjne jest nie obsadzone. Zelazo w miejscu aktyw-
nym koordynuje trzy ligandy mostkowe i trzy dwuatomowe ligandy niebiat-
kowe, ktdre razem tworzg odksztatcong strukture oktaedryczng [98, 99, 109,
110].

Ligand X jest przypuszczalnie jednoatomowym produktem redukcji 0 2
Jego obecno$¢ Swiadczy o wystepowaniu enzymu w stanie nieaktywnym [98].
Przy redukcji utlenionej formy enzymu do formy posredniej mozliwa jest zmiana
liczby koordynacyjnej niklu z 5 na 6. Wyjatkiem jest hydrogenaza z Thiocapsa
roseopersicina, w ktdrej nikiel jest zawsze szeSciokoordynacyjny [111].

Trzy dotad nie zidentyfikowane ligandy, LI, L2, L3, zwigzane bardzo
mocno z Fe, zawierajg przypuszczalnie wigzania potrdjne. Moga nimi by¢ CO
lub CN_, zelazo w miejscu aktywnym jest, byé moze, skoordynowane z rdz-
nymi takimi ligandami [98], Kazdy z nich wystepuje w innym otoczeniu biat-
kowym. Ligandy LI i L2, koplanarne z dwoma skoordynowanymi z Fe cys-
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Rys. 4. Otoczenie koordynacyjne jondw metali w miejscu aktywnym hydrogenazy niklowej; za-
znaczono (w pikometrach) odlegtosci atoméw donorowych ligandéw od Ni i Fe [98]

teinowymi atomami siarki, moga tworzy¢ wigzania wodorowe, odpowiednio,
z resztami Ser-486 i Arg-463. Ligand L3 jest otoczony wylgcznie przez reszty
hydrofobowe. Wszystkie one, schowane gteboko w biatku, niedostepne dla
rozpuszczalnika oraz prawdopodobnie niewymienialne, stanowig przypuszcza-
Inie integralng czes¢ miejsca aktywnego. W widmach IR odpowiadajg im cha-
rakterystyczne pasma w zakresie 2100-1800 cm-1. Podobne pasma znaleziono
ostatnio dla hydrogenazy zelazowej [110]. Wskazuje to na podobng, unikato-
wa budowe miejsca aktywnego w hydrogenazach [NiFe] i [Fe], umozliwiajacg
aktywacje diwodoru.

Widma EPR Ni-A/B/C wskazujg na obecnos¢ paramagnetycznych jonéw
niklu w miejscu aktywnym. W celu ustalenia, czy sg to jony Ni(lll), czy Ni(l),
prowadzi sie¢ m.in. badania uktadéw modelowych. Otrzymano co prawda nie-
wiele zwigzkéw dwurdzeniowych z atomami Ni i Fe potgczonymi mostkami
tiolanowymi [112,113], ale duzo komplekséw mostkowych zawierajgcych dwa
[114] lub trzy jony niklu [115]; niektdre z nich uczestniczg w nieodwracalnych



224 M. WASIELEWSKI

reakcjach redoks [26, 116]. Badania zwigzkéw modelowych pokazuja, ze ni-
kiel(111), w przeciwienstwie do Ni(l), nie wigze jonéw H- ani CO [117],

Forma Ni-C hydrogenazy, w ktérej z niklem wigzane sg przypuszczalnie
jony H- [118] i ktéra moze przylagczaé odwracalnie inhibitor kompetycyjny
CO [119], zawiera wiec Ni(l). Forma ta jest prawdopodobnie zredukowana
o dwie jednostki fadunku w stosunku do Ni-B [120-122], Ta ostatnia mogtaby
wiec zawiera¢ Ni(lll) [123], jezeli jednak wystepuje w niej ligand wodorkowy
(lub H2), to dwa elektrony bytyby zwigzane z tym ligandem i stopnie utlenienia
jonéw metali w miejscu aktywnym nie ulegatyby zmianie przy redukcji Ni-B do
Ni-C [98]. W wypadku Fe potwierdzajg to widma IR, a niklu, ktéry nie zmie-
niatby stopnia utlenienia i wystepowatby jako Ni(l) —spektroskopia XAS [124],

Nikiel skoordynowany przez cztery ligandy cysternowe ma dwa wolne
miejsca koordynacyjne, w ktorych moze wigzac¢ jon wodorkowy. Wydaje sie, ze
jest on przytgczany w potozeniu zajmowanym w strukturze krystalicznej przez
mostkowy ligand tlenowy (zbadano strukture biatka nieaktywnego, otrzyma-
nego w warunkach tlenowych; centrum niklowe w aktywnym enzymie moze
wyglada¢ odmiennie), [101, 122], Ligand H~ bylby stabilizowany przez oba
jony metali i Arg-463. Obserwowane stabsze oddziatywanie Ni-H~ wynikatoby
z wigzania tego liganda takze przez jon zelaza, ktory w Ni-A/B/C wystepuje
przypuszczalnie w stanie diamagnetycznym, odpowiadajgcym niskospinowemu
Fe(ll). Zgadzatoby sie to z silnym, oktaedrycznym polem ligandow, wytwarza-
nym m.in. przez wystepujace w jego sferze koordynacyjnej ligandy dwuatomo-
we, CO lub CN".

Proby sformutowania mechanizmu dziatania katalitycznego hydrogenaz
[NiFe] sa podejmowane od dawna (np. [125, 126]). Otrzymane ostatnio wyni-
ki badan podtrzymujg model, w ktorym miejsce aktywne enzymu przyjmuje
dwa elektrony, przenoszone nastepnie przez znajdujgce sie¢ w mniejszej podjed-
nostce dwa klastery [4Fe-4S] do cytochromu c3. Jon niklu przy udziale zasady
Lewisa umozliwia rozerwanie wigzania w H2 po czym przytgcza powstaty jon
H~, koordynowany takze przez Fe (rys. 5). Zelazo stabilizuje +1 stopieri utle-
nienia, ktdry nikiel musi przyja¢, by wypetnia¢ swa funkcje [127, 128].

Mechanizm dziatania katalitycznego hydrogenaz niklowych nie zostatjed-
nak catkowicie wyjasniony. Niektére badania wskazuja, ze nikiel nie jest miej-
scem wigzania wodoru w miejscu aktywnym. Wyniki niedawnych analiz EPR
prowadzonych w temperaturach kriogenicznych sugeruja, iz dla Ni-C substrat
wodorowy nie znajduje sie w pierwszej sferze koordynacyjnej niklu, ale jest
zwigzany z atomem siarki jego terminalnego liganda cysternowego [129]. Nie
wyklucza sie udziatu zwigzanej z niklem siarki cysteinowej w procesach redoks
zachodzacych w miejscu aktywnym [130], Badana jest rola ligandow tiolano-
wych w tworzeniu miejsca aktywnego i ewentualnym wigzaniu H+ [131].

Konieczne sg dalsze prace zmierzajace do okreslenia stopni utlenienia me-
tali w miejscu aktywnym i ich zmian oraz zidentyfikowania skoordynowa-
nych z zelazem ligandéw dwuatomowych. Prowadzone obecnie badania hydro-



Rys. 5. Proponowany mechanizm utleniania H2z udziatem hydrogenazy z Dexulfovibrio gigas [98]
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genazy utlenionej Ni-B, zredukowanej Ni-R i zwigzanej z CO majg scharakteryzo-
wac zmiany strukturalne zachodzace w miejscu aktywnym przy aktywacji enzymu
i w procesie katalizy oraz posrednio okre$li¢ miejsce przylgczania substratu.

REDUKTAZA METYLOKOENZYMU M

Bakterie metanogenne sg organizmami $cisle beztlenowymi. Cechuje je
wysoce wyspecjalizowany metabolizm energetyczny, zwany metanogenezg
[132, 133]. Zroditem energii jest dla nich reakcja (6), w ktérej od H2 do C02
w etapach dwuelektronowych przenoszone jest osiem elektronéw ((7), (8).

CO04+ 4H2 CH4+ 2HX, ©
AH2->8H + + 8e_, 0
C02+ 8_+ 8H+->CH4+ HzO. G

W koncowym etapie wytwarzania metanu przez chemolitoautotrofowe
bakterie metanogenne uczestniczy reduktaza metylokoenzymu M, MCR
(E.C.18.-.-.). Katalizuje ona redukcje CoM, CH3S(CH2)SOj, ktory jest produktem
posrednim prey tworzeniu metanu ze wszystkich substratdw metanogennych:

CH3—S—CoM + 2e~ + 2H+ CH4+ HS—CoM. ©

Uwalnianie metanu mozna rozwaza¢ jako wynik desulfuryzacji grupy
—S—CH3 metylokoenzymu M, polegajacej na przeniesieniu siarczku i utworze-
niu mieszanego disiarczku z tiolowym kofaktorem HS—HTP (10), wchodzacym
w sktad kofaktora redukujgcego metyl, MRF (11), [134], Ostatnim etapem pozy-
skiwania energii jest powtorna redukcja CoM—SS—HTP podczas przenoszenia
elektronu w blonie komdrkowa, zachodzgcego z udziatlem hydrogenazy.

CH3—-S—CoM + HS—HTP - CH4+ CoM—SS—HTP. (20)
0
HS - HTP
HN'
CH3 ©
HS—CHj—CHjCHqu—CHj—CHjCO—NH—CH—CH—O—rPeO_—ﬂa <OT°> o0 o ° AN
coo* &h J---0 r0-" -—(i-0 -P-0 -P—0-CHj
OH k) INAC oH OH
M RF HO HNAC

OH OH
(ID

Reduktaza metylo-CoM jest biatkiem dimerycznym, skladajagcym sie
z trzech podjednostek (a2P2y2) [135]. Jego dziatanie wymaga obecnosci szere-
gu aktywujgcych go biatek, okreslanych tgcznie jako ,,sktadnik A”, a w wiek-
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szdsci przypadkow takze udziatu ATP [26]. W czesci biatkowej MCR znajdujg
sie ponadto dwie czasteczki zawierajgcego nikiel kofaktora F-430. Wyodrebnio-
ny w wolnej postaci wykazuje on maksimum absorpcji przy 430 nm, natomiast
dla kofaktora w enzymie /jrex = 420 nm. Zaréwno wolny koenzym, jak i wy-
stepujacy w stanie spoczynkowym MCR, zawiera wysokospinowy jon Ni(ll),
[136]. Ester pentametylowy F-430 mozna zredukowa¢ do formy zawierajacej
Nid) = 382 nm), albo utleni¢ do stanu z Ni(lll) (/.mai = 368 nm), [137].

Pierscien makrocykliczny F-430 jest zredukowanym uktadem tetrapirolo-
wym (12), pofatldowanym i podatnym na odksztalcenia od idealnie ptaskiej
struktury [138]. Mozliwos$¢ przyjmowania geometrii koordynacyjnej ptaskiej,
kwadratowej lub bipiramidy trygonalnej utatwia redukg'e Ni(ll) do Ni(l) [25].
Struktury krystalicznej miejsca aktywnego i sposobu wigzania F-430 w en-
zymie nie ustalono. Widma ramanowskie, EXAFS i badania magnetyczne
Ni(ll) w enzymie nieaktywnym wskazuja, ze nikiel jest szeSciokoordynacyjny,
a w potozeniach aksjalnych nie ma donoréw siarkowych [139], ale azotowe
lub, co bardziej prawdopodobne, tlenowe. Analizy XAS $wiezo wyodrebnione-
go MCR pokazujg 5-6 donoréw N/O w odlegtosci 209 pm od Ni [140].

F-430
F-430M
(12

Reduktaza metylokoenzymu M jest bardzo wrazliwa na dziatanie 0 2
Izoluje sie ja z zachowaniem 30% aktywnosci fizjologicznej, obserwowanej
tylko w warunkach redukujacych. Widmo EPR natywnego F-430 pokazano
na rys. 6a. Dla formy aktywnej wystepujg dwa zestawy sygnatow' EPR,
MCR-redl i MCR-red2, wynikajgce z obecnosci centrum Ni‘F 430, zawierajace-
go stabo zwigzane ligandy aksjalne. Nieaktywna forma enzymu albo nie wyka-
zuje sygnatu EPR, albo daje sygnat odmienny, MCR-ox| [141]. Redukcja
MCR-oxl in vitro prowadzi do MCR-redl, przy czym aktywno$¢ enzymu stop-
niowo rosnie. Reduktaza metylo-CoM ulega aktywacji, gdy zwigzany z biat-
kiem koenzym F-430jest redukowany do stanu odpowiadajacego Ni(l), o czym
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B tmTl X [mT]
Rys. 6. a) Widmo EPR natywnego NI'F-430, b) widma UV-VIS formy udenionej (ox) i zredukowa-
nej (red) natywnego F-430 [142]

Swiadczg charakterystyczne pasma w widmie UV-VIS formy zredukowanej

(rys. 6b), [142, 143]. Ligandami aksjalnymi w tej formie enzymu nie sg czaste-
czki wody [136].

Reduktaza metylo-CoM jest bardzo specyficzna wzgledem CH3. Po za-
stapieniu grupy sulfonianowej karboksylanem enzym zachowuje aktywnos¢, co

Rys. 7. Mozliwy mechanizm funkcjonowania reduktazy metylokoenzymu M [26, 145]
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wskazuje, iz sulfonian nie uczestniczy bezposrednio w reakcji. Zaproponowano
dwupunktowe przyfaczanie substratu, z siarczkiem wigzanym przez nikiel,
a sulfonianem przez biatko [25]. Mozliwy mechanizm uwalniania metanu ba-
dano analizujgc wihasciwosci koenzymu F-430 [25, 137] i zwigzkéw modelo-
wych [26, 139, 144-147], Sformulowano wiele propozycji funkcjonowania
F-430 w cyklu katalitycznym. Wyniki badan EPR wskazuja, ze nikiel zmienia
przy tym stopien utlenienia z +2 na +1 i odwrotnie. W wyniku koordynaqi
HS—HTP do Ni(l) powstaje forma MCR-red2 [148]. Mechanizm dziatania
tego enzymu nie jest jednak doktadnie znany. Jedng z mozliwosci przedstawio-
no na rys. 7.

DEHYDROGENAZA TLENKU WEGLA/SYNTAZA ACETYLO-CoA

Wiele bakterii metanogennych i acetogennych zawiera enzym katalizujgcy
odwracalne utlenianie tlenku wegla do dwutlenku (13), [25, 149, 150]. Nazywa
sie go dehydrogenazg tlenku wegla, CODH, mimo ze CO nie zawiera wodoru
(whasciwie jest to oksydoreduktaza CO:akceptor; E.C.1.2.99.2).

CO + H20"N+CO02+ 2e~ + 2H+. (13)

Akceptorem elektronéw dla tej reakq'i jest czesto ferredoksyna (14), cho¢
moga nimi by¢ tez FMN, FAD, rubredoksyna, flawodoksyna, cytochrom c.
Enzymami petnigcymi wylgcznie te jedng funkcje sa aerobowe dehydrogenazy
molibdenowe [151] i niklowe CODH bakterii fototrofowych. W tych ostat-
nich, bardzo WTazliwych na dziatanie 0 2, wystepujg dwa rodzaje klasteréw
metali, B i C, przy czym klaster B jest typowym ukladem [Fe4S4] 2+1+, uczest-
niczagcym w przenoszeniu elektronow [152],

(14)

W wiekszosdci, cho¢ nie we wszystkich bakteriach acetogennych i auto-
trofowych metanogenach, enzym ten petni podwdéjng funkcje [153], co stwier-
dzono izolujac go przy braku C 02 Nie tylko katalizuje on redukcje dwutlen-
ku wegla do CO, ale i posredniczy w tworzeniu acetylokoenzymu A z tlenku
wegla, koenzymu A i zrodta grup metylowych —jest wiec syntazag acety-
lo-CoA, ACS (15; CFeSP oznacza korynoidowe biatko zelazo-siarkowe) [154].
ACS katalizuje tez reakcje wymiany miedzy CO a grupg karbonylowa acety-
lo-CoA (16) oraz miedzy wolnym koenzymem A a grupg CoA wchodzg w skiad
acetylo-CoA (17). Wskazujg one, ze enzym zawiera specyficzne miejsca wigzace
grupy metylowa, karbonylowa i CoA. Dotychczas nie zaobserwowano enzymu
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wykazujgcego wytgcznie aktywnos¢ ACS, cho¢ moze on zosta¢ wykryty, obie
funkcje bowiem sg zwigzane z udziatem réznych miejsc aktywnych enzymu
[155],

CH3—CFeSP + CO + CoA ;=tacetylo-CoA + CFeSP. (15
CHj—CO—SCoA + *CO CH3—*CO—SCoA + CO. 116)
CH3—CO—*SCoA + HSCoA — CH3—CO—SCoA + H*S—CoA. (17

Petnigce podwdjng role CODH/ACS enzymy bakterii metanogennych
oraz acetogennych wykazujg na ogot duza wrazliwos¢ na dziatanie ditlenu. Sy
one zbudowane z podjednostek o podobnej wielkoSci i wszystkie zawierajg trzy
klastery metali: A, B i C. Utlenianie CO zachodzi w miejscu zawierajagcym
klaster C, klaster A natomiast jest miejscem syntezy acetylo-CoA. Mimo wypel-
niania roznych funkcji w kazdym z nich jon niklu jest potgczony przez ligand
mostkowy z klasterem [Fe”SJ.

Do najlepiej zbadanych nalezy CODH/ACS z acetogennych bakterii C
thermoaceticum. Analizy chromatograficzne enzymu wskazywaty na strukture
heksameryczng [153, 156, 157], ale ostatnie jego badania [158], a takze biatka
z MethanosarcinaJrisia [159] Swiadczg, iz jest to tetramer a2p2. Dwie podjed-
nostki p (71 tys. u) stanowig podtuzny rdzen, na ktérego koncach znajduja sie
podjednostki a (81 tys. u) [155]. Zblizong budowe ma wykazujacy podobne
wiasciwosci [160] enzym z Acetobacterium woodii. W kazdym dimerze a3 sg
dwa jony Ni, 11-12 Fe, 1 Zn i 14 atoméw labilnej w kwasach siarki nieor-
ganicznej. Wchodzg one w sktad klasteréw A, B i C [161]. Dziatanie CODH
acetogenOw zwigzane jest z podjednostkg P [158, 162], zawierajacg klastery
B i C konieczne do utlenienia CO. Wyizolowana podjednostka a nie wykazuje
aktywnos$ci ACS. Zawiera ona jednak jeden jon Ni i cztery atomy Fe oraz ma
wiasciwosci spektroskopowe podobne jak klaster A [163], bedacy miejscem
aktywnym, w ktérym odbywa sie synteza acetylo-CoA [164], Aktywno$¢ ACS
moze by¢ wiec zwigzana albo z podjednostka a, albo wymagaé udziatu a oraz p

W sktad enzymu CODH/ACS metanogenow wchodzi kompleks sktadaja-
cy sie z podjednostek a (90 tys. u), P (60-70 tys. u), y (60 tys. u), 8 (58 tys. U)
i s (20 tys. u) [165], Dysocjuje on na biatko dimeryczne (podjednostki o Mrok.
89 tys. u i 19 tys. u), dimeryczng forme CFeSP (60 i 58 tys. u), [166-168]
i skkadnik o Mr = 52 tys. u [169]. Aktywno$¢ CODH zwigzana jest z komplek-
sem podjednostek a oraz e (232 tys. u) [170,171]; mozliwe, ze miejsce aktywne
znajduje sie w podjednostce @ [172]. Nie wiadomo, jakie sktadniki enzymu
zapewniajg aktywnos$¢ ACS; by¢ moze podjednostkg P [171], kompleks as lub
asP [155].

Dehydrogenaza CO wyodrebniona z purpurowych bakterii fototrofowych
R. rubrum umozliwia im wykorzystanie tlenku wegla jako jedynego Zrédia
wegla i energii [173]. Jest ona pojedynczym tancuchem polipeptydowym, za-
wierajacym 1 Ni, 7-9 Fe, 8 Sii Zn [25]. W enzymie nie ma klastera A i nie
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katalizuje on syntezy acetylokoenzymu A [174, 175]. Mozna go wyizolowa¢
w formie pozbawionej niklu, hodujac bakterie w Srodowisku wolnym od tego
metalu. Wystepuje w nim wtedy zwykla zawartos¢ Fe i S, ale jest on bardziej
wrazliwy na dziatanie 0 2 niz enzym natywny. Jego aktywno$¢ mozna przy-
wrdci¢ po inkubacji w roztworze Ni(ll). Jest to jedyny enzym niklowy, dla
ktérego odnotowano dotychczas tatwag insercje jondw Ni(ll) [176]. Utlenianie
CO jest tu odwrotnoscig pierwszego etapu w cyklu syntazy acetylo-CoA, co
dowodzi, ze w enzymie z R. rubrum centrum zawierajace nikiel jest miejscem
reakcji z CO.

Miejscem aktywnym CODH, w ktérym zachodzi utlenianie tlenku wegla,
jest klaster C, wystepujacy jako C-redl (S= 1/2) [177-179]. Po przylaczeniu
CO ulega on redukcji, przypuszczalnie dwuelektronowej [180], do C-red2 (tak-
ze S= 1/2). Ponadto ma on jeszcze co najmniej dwie trwale formy: diamag-
netyczng C-ox i C-red3 (dawniej C*), powstajgcg w reakcji enzymu z tiocyjania-
nem, izocyjankiem lub azydkiem. Sugeruje sie tez istnienie formy C-int zreduko-
wanej o jednostke tadunku wzgledem C-redl [180]. W procesie katalizy elektro-
ny sg przenoszone z klastera C do B (18), diamagnetycznego w stanie [Fe4S4] 2'1
jB-0x), a paramagnetycznego (S = 1/2) jako [Fe4S4]t++, tj. B-red [175].

o Klaster Cred "~ KlasterBred p [Klaster A-CO]Jred

co2 co

Klaster Cax ** v KlasterBax * v Klaster Aax 1)

W skiad klastera C wchodzi klaster zelazo-siarkowy oraz nikiel. Badania
EXAFS CODH z R. rubrum wskazuja, ze jon niklu wystepuje jako pieciokoor-
dynacyjny, wysokospinowy Ni(ll), potagczony z trzema donorami N/O i dwoma
Ugandami siarkowymi. Jezeli Ni i Fe wchodzg w skiad tego samego klastera,
to na pewno nie wystepujg jako [NiFe3S4], [181]. Widma EPR i Mdossbauera
Swiadcza, ze Ni(ll) jest potgczony z zelazem przez ligand mostkowy, wyka-
zujac stabe sprzezenie z klasterem [FedS4]2+/1+ (S= 1/2), w ktdrym jeden
z atoméw zelaza (tzw. FCII) jest przypuszczalnie pieciokoordynacyjny i przy-
pomina Fea klastera [Fe4S4] akonitazy [175, 182], Dla inhibitowanej cyjan-
kiem CODH z C. thermoaceticum jony CN_ wigzg sie rownocze$nie z Ni i Fe,
przy czym zelazo koordynuje atom C. Nie jest jednak jasne, czy jony te za-
stepujg wczesniej istniejacy ligand mostkowy, czy tworzg dodatkowy mostek.
Uktad Fe—C—N jest liniowy, natomiast kgt C—N—Ni wynosi 140c. Ta-
ka budowa adduktu sugeruje, ze w utlenianiu CO uczestniczg dwa jony meta-
li [183].

Na podstawie wynikéw badain CODH proponuje sie¢ mechanizm, zaktada-
jacy, ze na sumaryczng reakcje utleniania CO (19) sktadajg sie dwa procesy.
W pierwszym, w wyniku utleniania CO do C 02, tworzy sie dwuelektronowo
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zredukowany enzym, a w drugim nastepuje powtdrne utlenienie enzymu przez
akceptor elektronéw [155].

CO + H20 + akceptord CO02+ 2H+ + akceptorred (29

Najpierw do klastera Ni—X—Fe4S4 przytacza sie CO (rys. 8), a jeden
z ligandéw prawdopodobnie oddysocjowuje. W centrum niklowym koordyno-
wana jest czasteczka wody, dajaca po deprotonacji zwigzany nukleofil OH'

co i

W miejscu zawierajacym zelazo (FCII) przylacza sie czasteczka tlenku wegla
(jak CN~, ale CO jako stabszy rc-akceptor raczej nie tworzy mostka miedzy
dwomajonami metali). W drugim etapie, dla ktdrego duze znaczenie ma preor-
ganizacja jondw metali w enzymie, zwigzana z Ni(ll) grupa hydroksylowa
atakuje skoordynowany z zelazem CO, tworzac potgczong z enzymem grupe
karboksylowa. Nikiel petni role kwasu Lewisa, polaryzujagc wigzanie w CO
i nadajac przez to atomowi wegla charakter bardziej elektrofilowy. W trzecim
etapie grupa —COOH ulega deprotonacji i dekarboksylacji z utworzeniem
C 02 przy czym klaster C (Ni—FeS) przechodzi w forme zredukowana. Przej-
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sciowo tworzytby sie tu Ni(0) lub Fe(0), oddajacy szybko elektrony innym
klasterom metali w biatku. Na miejsce oddysocjowujgcej grupy karboksylowej
przylacza sie przypuszczalnie ligand oderwany w pierwszym etapie, przy wiaza-
niu CO. Ostatni etap dotyczy drugiego procesu: zredukowany enzym jest po-
nownie utleniany przez akceptor elektronéw, ktérym dla enzymu z C. ther-
moaceticum jest przypuszczalnie ferredoksyna.

Miejscem syntezy acetylo-CoA jest klaster A, o charakterystyce spektro-
skopowej odmiennej niz klaster C [157, 184-187]. Wyizolowana podjednostka
X, 0 whasciwosciach spektroskopowych podobnych do wiasciwosci enzymu na-
tywnego, zawiera cztery atomy zelaza w klasterze [Fe4S4]2';1 + (S = 3/2) oraz
nikiel. Ten ostatni koordynuje dwa odlegte o0 219 pm donory siarkowe i dwa
donory azotowe lub tlenowe oddalone o 189 pm, w odksztatconej geometrii
ptaskiej, kwadratowej [163]. W enzymie nikiel jest potagczony mostkowo przez
nieznany ligand X z klasterem Fe-S: [Ni(ji-X)-Fe4S4], [26]. Czasteczka CO jest
ligandem terminalnym, koordynowanym nie przez Ni, jak wczesniej sadzono,
ale przez Fe [188-190], stuzac za prekursor grupy karbonylowej acetylo-CoA
[155]:

CODH(NiFe)—CO + CH3—13CO—SCoA ->
- CODH(NiFe)—13CO + CH3—CO—SCoA. (20)

Proponowany mechanizm funkcjonowania ACS/CODH przedstawiono
na rys. 9. Pod dziataniem oksydoreduktazy pirogronian:ferredoksyna kwas
ulega dekarboksylacji i powstaje C02 redukowany w miejscu aktywnym
CODH do CO. Tlenek wegla, wytwarzany jako metabolit posredni, jest od
razu zuzywany przez zwigzanie go w miejscu aktywnym ACS i utworzenie
paramagnetycznego adduktu NiFeC. Skoordynowana grupa karbonylowa t3-
czy sie z grupg metylowg i CoA, tworzac acetylo-CoA [191]. Na przenoszenie
wegla w metanogenach wplywajg potencjat redukcji wewnatrz komérki i do-
stepno$¢ wodoru [192].

Poniewaz tlenek wegla wigze sie z zelazem, a dla syntezy acetylo-CoA
niezbedny jest nikiel [193], dlatego postuluje sie¢ tworzenie jako produktéw
posrednich uktadu zelazo-karbonyl i pochodnej metylowej niklu [189].
Istnienie uktadu metyl-ACS, prekursora grupy metylowej acetylo-CoA, po-
twierdzono eksperymentalnie; byt to pierwszy przyktad wystepowania wig-
zania nikiel—wegiel w przyrodzie [194, 195]. Zidentyfikowanie najwazniej-
szych produktdéw posrednich w cyklu katalitycznym ACS (rys. 10) pozwolito
zaproponowa¢ mechanizm, w ktérym po procesach karbonylowania i trans-
metylacji nastepuje insercja grupy karbonylowej i tworzy sie kolejny produkt
posredni, acetylo-ACS [196]. Koenzym A jest wigzany w poblizu klastera
Alub przez ten klaster (moze nawetjako jego ligand [197]), przy czym w utrzy-
maniu go w miejscu aktywnym pomagajg reszty argininowa i tryptofanowa
[198, 199]. Ostatni etap obejmuje synteze wigzania tioestrowego acetylo-CoA
[155],
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Rys. 10. Zwigzane z ACS produkty posrednie w cyklu katalitycrcym tworzenia acetylo-CoA [155]

W celu lepszego zrozumienia dziatania CODH i ACS prowadzone sg
préby otrzymania ich struktury krystalograficznej i scharakteryzowania wigza-
nia metal—wegiel w kompleksie acetylo-ACS [155]. Wazng w tym role petnig
badania uktadéw modelowych, w tym komplekséw dwurdzeniowych, zawiera-
jacych nikiel i zelazo potgczone ligandami mostkowymi [26, 197, 200, 201].

PODSUMOWANIE

W ciggu ponad dwudziestu lat, jakie uptynety od wykrycia niklu w miejscu
aktywnym ureazy, znaleziono jeszcze kilka zawierajgcych go enzymoéw. W zna-
cznym stopniu poznano otoczenie koordynacyjne niklu, do czego szczeg6lnie
przyczynity sie wyniki badan rentgenograficznych w ostatnich 2-3 latach (urea-
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za, hydrogenaza). Poczyniono duze postepy na drodze do zrozumienia roli
niklu w mechanizmach katalizy enzymatycznej. Wcigz jednak pozostaty pewne
watpliwosci, nie rozstrzygniete problemy i sprzecznosci w interpretacji wyni-
kow doswiadczalnych. Brakuje przy tym nadal petnej odpowiedzi, dlaczego to
wiasnie nikiel, a nie inny metal, zostat wybrany w toku ewolucji do wypetniania
tych specyficznych funkq'i w enzymach.
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ABSTRACT

The Mitsunobu reaction has been known since the late sixties. It is me-
diated by the redox system: triaryl- or trialkylphosphine dialkyl azodicarboxy-
late and brings about the nucleophilic substitution of an alcoholic hydroxyl
group by the conjugate base of an acidic reactant, with inversion of configura-
tion at the alcohol carbon. The Mitsunobu reaction is widely used in organic
chemistry and its mechanism (Scheme 1) has been intensively studied (for re-
view —see [2-5]). This article deals with the application of the reaction in the
chemistry of amino acids.

The reaction was proposed as an effective method of a-amino acid syn-
thesis using hydroxy acids as substrates. As the amino group synthons phtali-
mide [10, 11], (Scheme 2), hydrazoic acid [14], (Scheme 5) or t-butyl-2(trimethyl-
silil)ethylsulphonylcarbamate [18], (Scheme 7) were used. The procedure using
HN3 was profoundly improved by the introduction of a stable bis-pyridine
complex of zinc oxide [16]. The use of phtalimide as an amino group precursor
in Mitsunobu-type reaction was successfully applied to the synthesis of
2-2H-labelled chiral glycine [13], (Scheme 4). In the model studies on the
synthesis of 15N-labelled N-protected chiral amino acids Degerbeck et al. [17]
found that the yield of the Mitsunobu conversion (Scheme 6) depends on the
acidity of the NH function in the imidocarbonate or sulphonylcarbamate used

The Mitsunobu reaction has also been applied to the synthesis of many
unnatural or modified amino acids such as protected 2,3-diamino butyric
acid [19], 3- or 4- mercaptoproline derivatives [20, 21], (Scheme 8), Ns-ace-
tyl-N5-hydroxy-L-ornitine [22], (Scheme 9) and a-N-hydroxyamino acids [23],
(Scheme 10). Wojciechowska et al. [24] have reported the preparation of dehy-
droamino acids from protected serine and threonine derivatives under the in-
tramolecular Mitsunobu dehydration condition (Scheme 11).

A general approach to the preparation of N-monoalkylated amino acids
based on the Mitsunobu reaction has been developed [30] using N-tosylamino
acid esters as acidic components of the reaction (Scheme 15). Since the removal
of tosyl group is difficult, a modification of the N-alkylation procedure has
recently been devised [32, 33].

The Mitsunobu reaction is also an excellent procedure for transforming
hydroxy acids or hydroxy amino acids into esters whose subsequent hydrolysis
leads to a stereoisomer of the initial compound with the inverted configuration
at the carbinol centre and was very often used in this way [37, 38], (Schemes
8 and 17).

The Mitsunobu reaction provides also an interesting method of esterifica-
tion in which an alcohol, not a carboxylic component, is activated. It was used
to the synthesis of diphenylmethyl esters of N-trityl amino acids [43], to the
attachment of a first amino acid to the polymer support [44] or to active ester
synthesis [45], (Scheme 18).



REAKCJA MITSUNOBU W AMINOKWASACH 245

The applications of the Mitsunobu reaction include also the preparation
of many cyclic derivatives of amino acids such as (3-lactams [51], (Scheme 20),
aziridines [49, 54], (Schemes 19, 21) or (3-lactons [60]. The last cyclic derivat-
ives are valuable intermediates for the synthesis of ~-substituted alanines
(Scheme 22). (3-Lactonization proceeds easily in case of serine derivatives whereas
in threonine derivatives P-elimination is the dominant reaction [61], (Scheme 23).

The review deals also with the application of the title reaction to the
synthesis of peptide (polyamide) nucleic acids (PNA) [31, 39, 40, 68-70].
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Reakcja Mitsunobu jest znana od potowy lat sze$cdziesigtych, kiedy to
zostata zaproponowana jako nowa metoda alkilowania réznych grup zwiaz-
koéw organicznych [1]. Polega ona na wymianie grupy hydroksylowej alkoholu
na sprzezong zasade kwasu obecnego w uktadzie (X-), a jej sitg napedowa jest
utlenianie trialkilofosfiny za pomoca diestréw kwasu azodikarboksylowego.
Mechanizm reakcji Mitsunobu byt przedmiotem intensywnych badan. Obecnie
przyjmuje sie, ze reakcja zachodzi na dwdch alternatywnych drogach przed-
stawionych na schemacie 1 [2-5].

Ph3P + YOOC-N=N—COOY

|
0 O
PhaP-N—N—COOY
cooY

HX A ROH

Ph3P-N-NH-COOY Ph3P-OR +
CO0Y XO© YOOC-N-NH—COOY

\ ROH i ROH

YOOC-NH-NH—COOY YOOC-NH-NH—COOY
0+ +
Ph3P-OR X©  -mmmmm- Ph3P(OR)2

/HX, -ROH
RX + Ph3P=0

Schemat 1

Kluczowy etap procesu, polegajacy na nukleofilowym ataku X- na ad-
dukt trialkilofosfiny i alkoholu lub trialkilofosfonian dialkilowy, zachodzi wg
mechanizmu SN2. Poczatkowo w reakcji stosowano prawie wytgcznie trifenylo-
fosfing (TPP) oraz ester dietylowy (DEAD) lub diizopropylowy (DIAD) kwasu
azodikarboksylowego. W ostatnim okresie wprowadzono nowe pochodne
kwasu azodikarboksylowego, np. dipiperydyd (ADDP) [6] czy jego tetramety-
lodiamid (TMAD) [7]. Spowodowato to zwiekszenie zasadowos$ci anionu po-
chodnej kwasu azodikarboksylowego, a tym samym mozliwos¢ zastosowania
reakcji Mitsunobu do kwasow o pKa>13. Wprowadzenie tributylofosfmy
(TBP) ma na celu silniejsza lokalizacje tadunku dodatniego na atomie fosforu,
a tym samym ulatwienie ataku nukleofilowego na powstate zwigzki posred-
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nie [§]. Zagadnienia zwigzane z mechanizmem zostaty szczeg6towo omdwione
w artykutach przeglagdowych Mitsunobu [2], Jenkinsa i Mitsunobu [3] oraz
Hughesa [4, 5].

Niniejszy artykut jest poswiecony zastosowaniom reakcji Mitsunobu
w chemii aminokwaséw. PomineliSmy w nim duzg grupe publikacji dotycza-
cych fosfonowych analogdw aminokwaséw, ktdre zastugujg na odrebne po-
traktowanie. W pokrewnych dziedzinach reakcja Mitsunobu stata sie juz
przedmiotem doskonatych opracowan rodzimych [np. 9],

SYNTEZA «-AMINOKWASOW | ICH POCHODNYCH

W swoich pionierskich pracach nad syntezag amin wtagodnych warunkach
Mitsunobu i wsp. [10] opisali przeksztatcenie estru etylowego kwasu mlekowe-
go w racemiczng N-ftaloiloalanine przy uzyciu réwnomolowych ilosci TPP,
DEAD i flalimidu (schemat 2).

TPP. DEAD
H R PhtNH H R
BOOCA™ %WN "00Et
® R
R = Me lub Bzl
Schemat 2

W analogiczny sposob otrzymano [11] optycznie czynne N-ftaloiloalanine
i N-ftaloilofenyloalaning wychodzac z odpowiedniego chiralnego hydroksy-
kwasu, ftalimidu i typowych komponentdw reakcji Mitsunobu. W pracy tej
wykazano, ze wydajno$¢ reakcji moze by¢é w znaczny spos6b podwyzszona
przez dodatek nadmiaru TPP i DEAD oraz ze zachodzi ona z inwersjg kon-
figuracji na karbinolowym atomie wegla.

Opisano takze stereospecyficzng synteze pochodnej aminokwasu w wyni-
ku alkilowania N-benzyloksykarbonyloimidu kwasu benzoesowego przez ester
etylowy kwasu S-mlekowego w warunkach reakcji Mitsunobu, prowadzaca do
otrzymania mieszaniny produktow N- i O-alkilowania [12], (schemat 3).

W wyniku acydolizy produktu w 33% HBr w AcOH uzyskano ester etylo-
wy (i?)-alaniny. Jednak zaréwno benzoilowa, jak i ftaloilowa ostona grupy ami-
nowej usuwana jest w warunkach zbyt drastycznych, przez co nie nadaje sie do
stosowania w syntezach bazujacych na substratach zawierajacych grupy labilne.

Ftalimid, jako ,,Zrédto” grupy aminowej syntezowanego aminokwasu, zo-
stal takze wykorzystany w syntezie stereospecyficznie znaczonej glicyny [13].
(i?- i (S)-[2-2H]-glicyna o wysokiej czystosci optycznej zostata zsyntezowana
w duzej skali na dsodze czysto chemicznej zgodnie ze schematem 4.



H H R OR
H O ~ A CH3 + ¢ 6H5CO-N-C OO CH 2C6H5 CeHC(>N-COOCH:CaHbt+c 6H5C =N -CO O CH 2CeH5
¢00C2H5
C2H500C
Schemat 3
9\ CHIRALNA REDUKCJA u JOH PhtNH u P/
y—° POHV T D B pEART MY - Ny
R R R C
)
1 NaBK,
2.
H-f-NHBoc " TLENIANIE HANHBocC
R =aryl COOH R

Schemat 4
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Otrzymane klasycznie deuterowane aldehydy aromatyczne redukowano
za pomocg chiralnego czynnika redukujacego (R- lub S-B-izopinokamfe-
nyl-9-borabicyklo-[3.3.1]-nonan) do chiralnych deuterowanych arylometyloal-
koholi, ktdre na drodze reakcji Mitsunobu przeksztatlcano w pochodne arylo-
metyloftalimidowe o przeciwnej konfiguracji na weglu arylometylenowym. Po
usunieciu ostony ftaloilowej grupe karboksylowg chiralnej glicyny tworzono
przez utlenienie podstawnika arylometylenowego wobec soli rutenu.

Fabiano i wsp. [14] wykorzystali reakcje Mitsunobu do syntezy wolnych
aminokwasow badz ich estréw z odpowiednich hydroksykwaséw poprzez po-
Srednio powstajacy azydek, ulegajacy in situ reakcji Staudingera [15] prowa-
dzacej do przejsciowo powstajacego iminofosforanu, ktory nastepnie hydro-
lizowano (schemat 5).

W zaleznosci od warunkéw reakcji hydrolizy otrzymaé mozna tg metoda
wolng amine badz jej chlorowodorek. Zgodnie z tym schematem (S)-mleczan
metylu zostat przeksztatcony w optycznie czysta (JR)-alaning, a benzyloksykar-
bonylo-L-seryna i jej ester w optycznie czynne pochodne kwasu diamino-
propionowego. Jednak ester metylowy kwasu (S)-migdatowego ulegt w tych
warunkach przemianie w racemiczny azydek, a nastepnie — w racemiczny
chlorowodorek estru metylowego fenyloglicyny. Racemizacja byta w tym wy-
padku prawdopodobnie spowodowana szczeg6lng stabilnoscig karboanionu
tworzacego sie przez utrate oc-protonu. Synteza aminokwasow przez azydki
zostata znacznie utatwiona przez zastosowanie wprowadzonego przez Viauda
i wsp. [16] stabilnego kompleksu azydku cynku z pirydyngjako zrédta jonow
azydkowych w podstawieniu typu Mitsunobu. Reakcjata, podobnie jak analo-
giczna reakcja z kwasem azotowodorowym, zachodzi z peing inwersjg kon-
figuracji na chiralnym centrum karbinolowym.

W modelowych badaniach majacych na celu opracowanie optymalnych
metod syntezy 15N-znaczonych, N-chronionych chiralnych aminokwaséw De-
gerbeck i wsp. [17] otrzymali estry N,N-dichronionej-(R)-alaniny z sze-
regu imidoweglanéw lub tosylokarbaminiandw i niewielkiego nadmiaru
(S)-mleczanu etylu w konwencjonalnych warunkach reakcji Mitsunobu (sche-
mat 6).

Wydajnos¢ przeksztatcenia w zasadniczy sposéb uzalezniona byta od stru-
ktury uzytego imidoweglanu (lub tosylokarbaminianu) i wahata sie od < 5%
(kombinacja Boc i Boc) do 93% (kombinacje Tos i Boc oraz Tos i Z(N02)-
Wyzsze wydajnosci zwigzane byly z zastosowaniem Tos lub BzISCO jako grup
ochronnych, co jest zrozumiate przy zatozeniu, ze wydajnos¢ reakcji Mitsuno-
bu Scisle zwigzana jest z kwasowosScig protonu NH w stosowanym imidoweg-
lanie czy tosylokarbaminianie, a steryczne zalezno$ci wydajg sie gra¢ mniejsza
role. Jako bardziej kwasowe niz amidy, sulfonamidy byty alkilowane z duzymi
wydajnosciami, a czysto$¢ uzyskiwanych pochodnych D-alaniny przekraczata
95%. Grupa 9-fluorenylometoksy-karbonylowa (Fmoc) okazata sie niesta-
bilna w reakcji Mitsunobu i w reakcji Z-NH-Fmoc z (S)-mleczanem etylu
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nie stwierdzono $ladu Z(Fmoc)-D-AlaOEt, a jedynie produkty rozkiadu:
ZNH2 i dibenzofulwen.

Campbell i Hart [18] zaproponowali inny reagent jako prekursor grupy
aminowej w aminokwasach otrzymywanych poprzez reakcje Misunobu. Do
przeksztatcania alkoholi/hydroksykwaséw w aminy/aminokwasy uzywali oni
karbaminianu im-butylo-2-(trimetylosililo)etylosulfonowego (Boc-NH-Ses).
Po selektywnym zdjeciu jednej z grup ochronnych otrzymywano aminokwasy
z ostong typu uretanowego lub sulfonamidowego (schemat 7).

H3C o

TRAICH2A2 non
u SesNHBoc

3\ P  Tpr.DIAD H3C o)

HO OMe Boc(Ses)N OMe
n-BUAF/ITHF
BocNH OMe

Schemat 7

W ten sposéb, w reakcji (S)-mleczanu metylu, SesNHBoc, TPP i DEAD
otrzymano ester N-Boc-N-Ses-D-alaniny jako zwiazek modelowy, z ktérego
przy uzyciu fluorku tetra-n-butyloamoniowego zdjeto grupe Ses i otrzymano
czysty enancjomerycznie ester metylowy N-tert-butyloksykarbonylo-D-ala-
niny.

SYNTEZA AMINOKWASOW NIEKODOWANYCH
| MODYFIKOWANYCH

Schmidt i wsp. [19] opisali wysoce stereoselektywng synteze 2-Fmoc-3-
-Boc-chronionego kwasu diaminomastowego (DABA), nienaturalnego amino-
kwasu, bedacego skladnikiem wyizolowanych z materiatu biologicznego pep-
tydéw o dziataniu antybiotycznym i immunomodulujgcym. Oba diastereoizo-
mery tego aminokwasu otrzymano z odpowiednich pochodnych treoniny badz
aWo-treoniny przez zamiane grupy hydroksylowej na azydkowg w reakcji Mit-
sunobu z kwasem azotowodorowym, a nastepnie redukcje grupy azydkowej do
aminoweyj.

Na reakcji Mitsunobu oparto takze synteze czystych izomeréw pochodnych
zardwno 4-merkaptoproliny [20], jak i 3-merkaptoproliny [21], kt6re stanowig
cenne substraty do budowania usztywnionych analogéw biologicznie czynnych
peptyddw. Strategia syntezy cis- i trans-N-Boc-4-metylotioprolin (schemat 8) ba-
zowata na reakcji estru metylowego (2i?,4£)-N-Boc-4-hydroksyproliny badz jej
izomeru 2R,4S z kwasem tioloctowym w warunkach reakcji Mitsunobu, po czym
otrzymany ester (2R,4S)- lub (2i?,4R)-N-Boc-4-acetylotioproliny hydrolizowano
do tiolu, ktory alkilowano, hydrolizujgc jednocze$nie grupe estrowa.
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W syntezie tej reakcje Mitsunobu wykorzystano dodatkowo do otrzyma-
nia trudniej osiggalnego substratu, tj. estru Boc-(2JR,4S)-4-hydroksyproliny na
drodze epimeryzacji na weglu 4 przez utworzenie mréwczanu (reakcja Mit-
sunobu z kwasem mréwkowym — inwersja konfiguracji), a nastepnie jego
hydrolize.

Dolence i wsp. opisali [22] synteze N 5-acetylo-N5-hydroksy-L-ornityny,
kluczowego sktadnika wielu sideroforéw — niskoczasteczkowych zwigzkéw
transportujgcych Fe(lll). W syntezie tej (schemat 9) ester tert-butylowy
N-Z-5-hydroksy-L-norwaliny poddawano reakcji Mitsunobu z N-Troc-O-ben-
zylohydroksyloaming, otrzymujac ester N 2-Z-N5-benzyloksy-N5-Troc-L-orni-
tyny, z ktérego usuwano grupe Tro€ i zastepowano jg grupg acetylowa. Usu-
niecie pozostatych grup ochronnych prowadzito do otrzymania skfadnika side-
roforébw majacego zaréwno ugrupowanie aminowe, jak i kwasu hydroksamo-
Wego.

Generalng droge do otrzymywania chiralnych a-N-hydroksyaminokwa-
sow przedstawili Kolasa i wsp. [23], Opiera si¢ ona na chiralnych a-hydro-
ksyestrach jako komponentach reakcji Mitsunobu. Zwigzki te, tatwo dostepne
przez deaminowanie i hydroksylowanie aminokwaséw, poddawano reakcji
Mitsunobu z O-benzylo-N-Troc-hydroksyloaming, otrzymujac estry N-benzy-
loksy-N-Troc-a-aminokwaséw z wydajnoscig 20-82% (schemat 10).

orR2 CO2iPr
RI=Troc,R2 = Bzl

Schemat 10

W zadnej z przeprowadzonych reakcji pozadany zwigzek nie bytjedynym
produktem, a wydajno$¢ otrzymywanych N-hydroksyaminokwasow wydawata
sie zaleze¢ gtdwnie od podstawnika alkilowego (R) w estrze hydroksykwasu.

Wewnatrzczasteczkowa reakcja dehydratacji w warunkach reakcji Mitsu-
nobu postuzyta Wojciechowskiej i wsp. [24] do otrzymania dehydroamino-
kwasow z estrow N-chronionej (Z-Pht-, Boc-) seryny lub treoniny (schemat 11).

Reakcje prowadzono przy uzyciu rownomolowej ilosci TPP, DEAD i od-
powiedniego hydroksykwasu, otrzymujac oczekiwany a,(3-dehydroaminokwas
z wydajnoscig 55-69%. W wypadku reakcji z pochodng treoniny otrzymano
mieszanine izomeréw E :Z w stosunku 1:1.

Optycznie czyste P,y-nienasycone oc-aminokwasy i a,P-nienasycone y-ami-
nokwasy otrzymano na drodze animowania alkoholi allilowych [25], wycho-
dzac z aldehydu (-R)-izopropylidenoglicerynowego lub (S)-mleczanu etylu
(schemat 12).
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Kluczowym etapem syntezy byta reakcja Mitsunobu drugorzedowych al-
koholi allilowych i ftalimidu, podczas ktorej zaobserwowano przegrupowanie
allilowe. Badanie stereochemii tej reakcji pozwolito stwierdzi¢, ze a-substytucja
zachodzi z petng inwersjg, y-podstawieniu natomiast odpowiada atak (E)-anti
(w stosunku do grupy odchodzacej —"OPPh3) z selektywnoscig zalezng od
struktury substratow. Wyniki wskazujg, ze atak y zachodzi z czeSciowym
udziatem mechanizmu SN1, w ktérym grupa odchodzaca przestania strone syn
kationu allilowego i kieruje atak w strone anti (schemat 13).

©
H R2 NPht
Ph3P" R1
Schemat 13

Podczas systematycznych badarn nad alkilowaniem heterocyklicznych
amidyn (pochodnych pirydyn i tiazoli) w warunkach reakcji Mitsunobu, Abar-
ghaz i wsp. [26] dowiedli, ze nastepuje ono regioselektywnie, na egzocyklicz-
nym atomie azotu i moze by¢ cenng droga syntezy réznego typu analogéw
aminokwasOw, czesto niedostepnych na innej drodze (schemat 14).

CHss. X °2Et

—NH2 TrocCi / NANH-OCHACCh tbp/addp / ~__NLA_.OCH2CCI3

N “— N 11 CH3* A C 02Et «— N

Zn/AcOH

CH3: .CO2Et CHs. /C 0 2Et

Schemat 14

Potwierdzili tez znacznie wiekszg skuteczno$¢ wprowadzonego niedawno
ukladu tributylofosfmal/l,r-azodikarbonylodipiperydyna (TBP/ADPP) w sto-
sunku do tradycyjnego ukiadu redoksowego TPP/DEAD [€],

N-ALKILOWANIE AMINOKWASOW
N-alkilowane aminokwasy sg waznymi substratami, stuzacymi gtéwnie do

otrzymywania alkilowanych peptydéw. Sg one sktadnikami licznych biologicz-
nie czynnych peptyddéw o wiasciwosciach immunosupresyjnych, antybiotycz-
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nych, przeciwnowotworowych, ponadto majg liczne zastosowania jako elemen-
ty strukturalne w badaniach konformacyjnych. Zaré6wno w wypadku amino-
kwasow, jak i peptyddw, ich otrzymywanie do dnia dzisiejszego stwarza wiele
trudnosci (szczegotowy przeglad zagadnienia syntezy i zastosowan N-alkilowa-
nych aminokwasOw przedstawiono ostatnio na tamach ,,Wiadomosci Chemicz-
nych” [27]).

Reakcja Mitsunobu stwarza warunki do przebiegajacego w fagodnych
warunkach monoalkilowania aminokwasoéw grupg alkilowa pochodzacg z al-
koholu dodanego do uktadu reakcyjnego. Zasadniczym problemem jest uzys-
kanie dostatecznej kwasowos$ci protonu aminowego, gdyz to grupa aminowa
musi zostac przeksztatcona w ugrupowanie dostarczajgce w reakcji Mitsunobu
amonowego sktadnika wymieniajgcego grupe hydroksylowa drugiego substra-
tu. Opracowano dotychczas jeden rodzaj takiego przeksztatcenia, ktory zasto-
sowano w alkilowaniu aminokwaséw. Henry i wsp. jako pierwsi zaproponowa-
li zastosowanie sulfonamidow jako kwasowego sktadnika reakcji Mitsunobu
[28]. Papaioannou i wsp. wykorzystali ten pomyst do N-alkilowania amino-
kwasow i ich estrow oraz peptydéw N-chronionych grupg p-toluenosulfonylo-
wa (Tos), [29, 30], (schemat 15).

Grupa sulfonamidowa powstajgca w wyniku zastosowania takiej ostony
podlega alkilowaniu za pomocg alkoholu bedgcego drugim substratem. Jezeli
do reakcji uzyjemy chronionego aminokwasu zamiast jego estru, przed N-al-
kilowaniem dochodzi do estryfikacji grupy karboksylowej przez ten sam al-
kohol. Wydajnosci zarowno monoalkilowanych, jak i alkilowanych i estryfiko-
wanych réwnocze$nie N-Tos-aminokwasow wynoszg okoto 85-95%. Warto
zauwazyc¢, ze w reakcji tej nawet powazne przeszkody steryczne, jak w wypad-
ku alkilowania Tos-lle-OMe lub Tos-Val-OBzl za pomocg izopropanolu, tylko
nieznacznie obnizajg wydajnos¢ alkilowania (80-84%). Reakcje Mitsu-
nobu mozna tez zastosowac do selektywnego alkilowania jednej z grup ami-
nowych aminokwaséw diaminowych. W odréznieniu od N “-alkilowania, w wy-
padku N®-alkilowania N*“-Boc-N*“-Tos-aminokwasow lub N*-Z-N*“-Tos-ami-
nokwasow, peptyddw czy ich estréw, wydajnos¢ reakcji jest umiarkowana, nawet
przy uzyciu dwukrotnego nadmiaru odczynnikéw [29]. Reakcja alkilowania
biegnie w sposdb bezracemizacyjny [30]. Poniewaz jednak hydroliza estru mety-
lowego prowadzi do czesciowej racemizacji, w wypadku potrzeby otrzymania
chiralnie czystych N-alkiloaminokwaséw lepsza ochrong grupy karboksylowej
jest ester benzylowy, mozliwy do usuniecia w spos6b bezracemizacyjny.

Reakcje alkilowania estrow metylowych lub benzylowych N-Tos-amino-
kwasow zaproponowalismy do syntezy szkieletu monomeréw peptydowych
kwaséw nukleinowych (PNA), [31]. W tym wypadku reakcja Mitsunobu stuzy
do alkilowania odpowiednich Tos-aminokwaséw za pomocg Boc-aminoetano-
lu (schemat 16).

Mozliwe jest usuniecie grupy Tos za pomocg redukcji sodem w cieklym
amoniaku. W wyniku dziatania warunkow redukujgcych ester benzylowy pod-
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lega usunieciu, jednak w wypadku estru metylowego dochodzi wéwczas do
powstawania amidu, dlatego konieczna jest wczesniejsza hydroliza estru
i poddanie redukcji produktu z wolng grupg karboksylowa. Produktem reduk-
cji, po acylowaniu karboksymetylowa pochodng zasady azotowej, jest
N-Boc-chroniony monomer PNA.

Problemy z deprotekcja, zwigzane ze stosowaniem grupy Tos do otrzymy-
wania sulfonamidu podatnego na alkilowanie w reakcji Mitsunobu, udato sig
nam ostatnio pokona¢ dzieki wykorzystaniu grupy ochronnej Pmc
(2,2,5,7,8-pentametylochromano-6-sulfonowej) [32, 33]. Jest to ostona ugrupo-
wania guanidynowego argininy stosowana w chemii aminokwasow. Jej usuwa-
nie jest mozliwe przez dziatanie roztworem bromowodoru w kwasie octowym,
co w wielu wypadkach czyni z niej korzystng alternatywe do grupy Tos. Row-
niez w wypadku stosowania grupy Pmc alkilowanie grupy to-aminowej biegnie
trudniej niz a-aminowej [33].

W reakcji Mitsunobu mozliwe jest takze alkilowanie indolowego atomu
azotu w wolny od racemizacji sposéb, w wypadku podstawienia pierscienia
indolowego przez dwie grupy elektroujemne [34]. Daje to podstawe do przewi-
dywania, ze mozliwe bedzie otrzymywanie w ten sposob chiralnie czystych
N-alkilowanych pochodnych tryptofanu.

Wydajnos$¢ N-alkilowania za pomocg reakcji Mitsunobu rosnie wyraznie
wraz ze wzrostem kwasowosci protonu zwigzanego z ulegajagcym alkilowaniu
atomem azotu [35],

ZASTOSOWANIE REAKCJI MITSUNOBU DO ZMIANY
KONFIGURACJI AMINOKWASOW | ICH POCHODNYCH

Wewnatrzczasteczkowa laktonizacja w obrebie hydroksyproliny byla nie-
jednokrotnie wykorzystywana do zmiany konfiguracji tego aminokwasu. Za-
stosowanie w stosunku do aminokwasu lub peptydu wewnatrzczasteczkowej
laktonizacji w warunkach Mitsunobu w obrebie C-koncowej reszty hydroksy-
proliny umozliwia (po dodaniu nadmiaru alkoholu) otworzenie laktonu i estry-
fikacje grupy karboksylowej hydroksyproliny z rGwnoczesng inwersjg konfigu-
racji na weglu C-4 tej reszty. Zastosowanie do otwierania laktonu amoniaku
w roztworze izopropanolowym umozliwia uzyskanie amidu w miejsce estru.
Jest to wygodny sposéb otrzymywania roznych, trudnych do zsyntezowania na
innej drodze, pochodnych cis-hydroksyproliny [36, 37].

Reakcja Mitsunobu zostata w nieco inny sposéb zastosowana do zmiany
konfiguracji pochodnych kwasu cis-4-hydroksypipekolinowego. W pierwszym
etapie, w obecnosci kwasu mréwkowego, reakcja Mitsunobu prowadzi do
estryfikacji grupy hydroksylowej hydroksykwasu wraz z inwersjg jego kon-
figuracji na atomie wegla 4, a kwasna hydroliza estru przywraca grupe hydro-
ksylowag w zmienionej konfiguracji [38], (schemat 17).
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W identyczny sposdb dokonano zmiany konfiguracji na karbinolowym
atomie wegla pochodnej 4-hydroksyproliny. Zmiana konfiguracji pochodnych
L-4-trarcs-hydroksyproliny zostata takze dokonana przez przejsciowg estryfika-
cje za pomocg kwasu octowego [39] i p-nitrobenzoesowego [40].

Z kolei Pasto i wsp. opisali synteze syn-oc-hydroksy-|3-aminokwaséw z an-
ti-N-Boc-I-forf-butylodimetylosilylo-3-amino-I,2-dioli. Kluczowy etap, inwer-
sja grupy 2-hydroksylowej, mozliwy byt dzieki estryfikacji tej grupy przez kwas
benzoesowy w warunkach Mitsunobu, a nastepnie hydrolizie otrzymanego est-
ru [41]. Metode te, z wykorzystaniem estryfikacji kwasem p-nitrobenzoeso-
wym, z powodzeniem zastosowano do otrzymania enancjomerycznie czystej
formy docetakselu (Taxotere), jednego z bardzo obiecujacych lekéw przeciw-
nowotworowych z grupy taksanéw [41].

ESTRYFIKACJA AMINOKWASOW | ICH POCHODNYCH
ZA POMOCA REAKCIJI MITSUNOBU

Estryfikacja za pomoca reakcji Mitsunobu jest bardzo przydatng i szeroko
stosowang procedurg. Ma ona niewatpliwie zalety w stosunku do innych me-
tod estryfikacji, przebiega w fagodnych warunkach, obojetnym $rodowisku
i daje wysokie wydajnosci. Réwnoczes$nie jest reakcjg ciekawg chociazby dlate-
go, ze w wypadku estryfikacji Mitsunobu w toku reakq'i dochodzi do aktywacji
grupy hydroksylowej alkoholu, a nie ugrupowania karboksylowego [42],
W czasie estryfikacji dochodzi do typowej dla reakcji Mitsunobu inwersji kon-
figuracji alkoholu, o ile grupa hydroksylowa zwigzana byta z chiralnym ato-
mem wegla.

Reakcja N-trityloaminokwaséw z difenylometanolem w obecno$ci TPP
i DEAD prowadzi do syntezy odpowiednich estrow difenylometylowych [43].
Synteza takich estrow umozliwia usuwanie grupy Trt poprzez dziatanie HOBt
i trifluoroetanolu.

Estryfikacja w warunkach Mitsunobu moze by¢ zastosowana do estryfika-
cji zawierajagcych grupe hydroksylowg zywic, stuzacych do syntezy peptydow
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na no$niku. Barlos i wsp. z powodzeniem wykorzystali te strategie do mocowa-
nia na zywicy sec-alkoholowej N-chronionych tritylo- i Fmoc-aminokwaséw
[44].

Grochowski i Jurczak zastosowali reakcje Mitsunobu do syntezy tzw.
estrow aktywnych [45], czyli pochodnych kwaséw karboksylowych z aktywo-
wang grupg karboksylowa, ktére tatwo moga by¢ uzyte do acylowania i sg
szeroko wykorzystywane w syntezie peptydow. Reakcja Mitsunobu N-chronio-
nych aminokwaséw z N-hydroksyftalimidem lub N-hydroksysukcynimidem,
w obecnosci 10% nadmiaru TPP i DEAD, daje po oczyszczeniu oczekiwany
N-acyloksyftalimid lub N-acyloksysukcynimid z wydajnoscig 72-96% (sche-
mat 18).

0]
N-OH + R-COOH

0
Schemat 18

Wydajnosé estryfikacji przeprowadzanej za pomocg reakcji Mitsunobu
ros$nie wyraznie wraz ze wzrostem statej dysocjacji kwasu [46]. Wplyw ten
zalezy m.in. od konkurencyjnego tworzenia bezwodnika kwasowego, ktory jest
produktem ubocznym [47], Reakcja Mitsunobu moze wiec stuzy¢ takze do
syntezy bezwodnikdéw kwasowych stabych stosunkowo kwaséw [48].

SYNTEZA ZWIAZKOW CYKLICZNYCH
Z POCHODNYCH AMINOKWASOW

Jednym z waznych zastosowan reakgi Mitsunobu jest przeksztatcanie po-
chodnych aminokwaséw w zwigzki zawierajgce pierscienie heterocykliczne
0 roznych rozmiarach, w tym naprezony pierscien azirydyny. Wattanasiu i Ka-
thawala przeprowadzili ester etylowy kwasu 3-benzyloamino-3-fenylo-2-hy-
droksypropionowego w I-benzylo-2-etoksykarbonylo-3-fenyloazirydyne w we-
whnatrzczasteczkowej reakcji Mitsunobu (schemat 19). Proces jest stereospe-

cyficzny i prowadzi do izomeru trans, niedostepnego innymi metoda-
mi [49],
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Pochodne (3-hydroksyaminokwaséw moga zosta¢ przeksztatcone w zwig-
zki zawierajgce pierscienie czterocztonowe. Najwazniejszg grupe stanowig tutaj
2-azetydynony (P-taktamy). Substratami w omawianej syntezie sg kwasy
O-alkilo- lub O-acylohydroksamowe bedace pochodnymi N-chronionych ami-
nokwaséw [50, 51]. Cyklizacja taka zachodzi stereospecyficznie i w wypadku
pochodnych treoniny prowadzi do frans-P-laktamoéw (schemat 20).

TPP. DEAD

0] 0]

R1 =2Z lub Boc; R2, r3 = H lub CH3
Schemat 20

Cyklizacje tego typu zastosowano m.in. do otrzymania nowej klasy an-
tybiotykéw P-laktamowych — monobaktamow — zawierajacych pierscien
azetydynowy sulfonowany w pozycji 1 [52], W syntezie wykorzystano N'-me-
toksyamid Boc-seryny, ktéry poddano cyklizacji w warunkach reakcji Mit-
sunobu [53]. Oczekiwany zwigzek otrzymano po usunieciu grupy metoksylo-
wej przez redukcje sodem w ciektym amoniaku, sulfonowanie i usuwanie grupy
Boc.

Stereospecyficzng cyklizacje aryloamidéw N-chronionych (3-hydroksyami-
nokwaséw do odpowiednich (3-laktaméw studiowat Bose ze wsp. [54, 55].
Podczas gdy w wypadku pochodnych seryny stwierdzono powstawanie po-
chodnych P-laktamowych, gtdbwnym produktem wewnatrzczasteczkowej reak-
gi Mitsunobu pochodnych treoniny byly pochodne azirydyny (schemat 21).
Aby zapobiec reakcjom ubocznym tworzenia pierscienia azirydynowego, sto-
sowano petng ochrone grupy aminowej, np. w postaci 4,5-difenylo-2-oksazoli-
nonu [56].

W warunkach reakcji Mitsunobu dokonano cyklizacji N-chronionej sery-
ny do 2-oksoetanonu (P-laktonu). Pierwotnie, stosujac standardowe warunki

K ,R2

CONHATr

R=2Z lub Boc

Schemat 21
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reakcji, uzyskano zadany produkt w sladowych iloSciach [57]. Modyfikacja tej
syntezy zaproponowana przez Arnolda i wsp. [58], polegajagca na obnizeniu
temperatury i tworzeniu adduktu TPP/DMAD przed dodaniem pochodnej
seryny przyniosta znaczne ograniczenie produktéw P-eliminacji (a,P-nienasyco-
nych aminokwasow). W ten sposdb wyeliminowano takze niebezpieczenstwo
otwierania naprezonego pierScienia p-laktonowego przez nukleofilowy atak
czasteczki TPP. Otrzymane w ten sposob P-laktony postuzyty do syntezy
P-podstawionych analogéw alaniny [59, 60], (schemat 22).

R =Z lub Boc; Nu = AcONa, (NH22CS, N(CH3)3, PhCH2s’ Na+, itp.

Schemat 22

Otwieranie pierscienia P-laktonu zwigzkami metaloorganicznymi [59]
i innymi nukleofilami [60] prowadzi do aminokwaséw trudno dostepnych in-
nymi metodami, jak np. kwas 2-aminoheptanowy [59]. Podobne podejscie do
cyklizacji diastereoizomeréw N-chronionej treoniny zakonczyto sie niepowo-
dzeniem [61]. Rozgatezienie na weglu p powoduje zwiekszenie zawady sterycz-
nej i utrudnia wewnatrzczasteczkowy atak nukleofilowy anionu karboksylano-
wego. Wg Pansare i Vederasa zachodzi tutaj gtownie P-eliminacja potgczona
z dekarboksylacjg, w wyniku ktérej powstajg N-chronione enaminy [61],
(schemat 23).

Reakcja Mitsunobu stanowita jeden z etapOw syntezy pieciocztonowych,
sulfonowych analogéw hydantoin. Zwigzki te zastosowano jako analogi zasad
pirymidynowych w syntezie pseudonukleozydow [62-64], W omawianym pro-
cesie wykorzystano duzg réznice kwasowosci protonéw NH N-alkilosulfona-
midowych i N-alkoksykarbonylosulfonamidowych w produkcie przejsciowym
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pozwalajacg na selektywne alkilowanie atomu azotu podstawionego grupg
r-butoksykarbonylowg (schemat 24).

Cyklizacja pochodnej uzyskanej w wyniku reakcji Z-Cys-OBzl i 1,2-epok-
syetanu prowadzi do zwigzku zawierajgcego szesciocztonowy pierscien perhyd-
rotiazynowy (schemat 25), [65],

CQZEt cisoiNHCOBut CQE . ero CO2Et
H30 —( /B2l
TEA BzIOH
NH34c NHS02NHBoc NHS02NBoc
TFA
Jsr “ NaOH CO2Et
H -( | H30— ( /B
NH'S°2 NHSO02NH
Schemat 24
HO. S
. co2Bzl tpp, dead KHSO5
NHZ X
"Nz C02Bzl "Nz ~ CO02Bzl
HON /[ \ s/s\& C 02Bz1
O* A tpp,dead C02BzI
() o I
NHZ NHZ
Schemat 25

W wyniku utleniania produktu cyklizacji za pomocg KHSOs otrzymano
pochodng sulfonowag tego cyklicznego aminokwasu. Interesujace, ze proba syn-
tezy tego zwiagzku w odwrotnej sekwenq'i reakcji (najpierw utlenianie pdzniej
cyklizacja) doprowadzita do produktu P-eliminacji. Zwigzane jest to niewatp-
liwie ze znaczng kwasowosScig protondéw a w stosunku do grupy sulfonowej.

W syntezie mykobaktyn, najbardziej ztozonych ze znanych sideroforéw
[66], Maurer i Miller [67] zastosowali reakcje Mitsunobu do utworzenia pier-
Scienia 7-cztonowego. Substratem w syntezie byt N-benzyloksyamid Boc-e-hy-
droksynorleucyny (schemat 26).

Schemat 26
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REAKCJA MITSUNOBU
W SYNTEZIE MONOMEROW PEPTYDOWYCH
ANALOGOW KWASOW NUKLEINOWYCH

Peptydowe (poliamidowe) kwasy nukleinowe (PNA) sg grupa analogéw
kwasow nukleinowych, w ktérych caty szkielet fosfocukrowy zostat zastgpiony
przez tancuch poliamidowy z elementami szkieletu peptydowego lub wrecz
przez szkielet peptydowy. Zasady azotowe kwasdéw nukleinowych przyla-
czone sg bezposrednio do tancuchéw bocznych aminokwaséw tworzacych
taki tancuch lub do szkieletu poprzez faczniki alkiloacylowe [68]. Ze
wzgledu na rosnace znaczenie tej grupy pochodnych aminokwasowych i szero-
kie zastosowanie reakcji Mitsunobu w ich syntezie uznaliSmy, ze warto
na koniec krotko podsumowac pozycje piSmiennictwa, ktére dotycza tego
problemu.

Oprdcz zastosowania reakcji Mitsunobu do syntezy szkieletu PNA, przed-
stawionego w rozdziale o otrzymywaniu alkilowanych aminokwasow, a takze
do zmiany konfiguracji hydroksyaminokwaséw, opisanego w odpowiednim
miejscu, reakcja ta wykorzystywana byta réwniez do podstawiania grupy hy-
droksylowej hydroksyaminokwaséw przez heterocykliczny atom azotu
azotowych. W warunkach Mitsunobu dokonywano podstawienia C,N-dichro-
nionych pochodnych 4-hydroksyproliny przez chronione pochodne zasad azo-
towych [39, 40, 69]. Za pomocg reakcji Mitsunobu mozna takze otrzymywaé
potgczenia innych acyklicznych elementow szkieletu monomeréw PNA, np.
estru metylowego N-Boc-N-(2-hydroksyetylo)glicyny lub estru benzylowego
N-Boc-L-homoseryny, z zasadami azotowymi i ich pochodnymi [39, 70].

PODSUMOWANIE

Ze wzgledu na wiele cech, a przede wszystkim prostote protokotu eks-
perymentalnego, kompatybilnos¢ warunkow reakcji z szerokim wachlarzem
grup funkcyjnych oraz stereochemicznie czysty przebieg reakcji w absolutnej
wiekszosci wypadkow, reakcja Mitsunobu znalazta r6znorodne zastosowania
takze w chemii aminokwasow.

Mozliwos$¢ prostej zamiany grupy hydroksylowej na grupe aminowg bad?
inny nukleofil daje podstawy do syntezy amino- i diaminokwaséw réznego
typu oraz tworzenia nietypowych aminokwaséw, czesto trudno osiggalnych
innymi drogami. Wewnatrzczasteczkowa reakcja Mitsunobu moze prowadzic¢
do pochodnych cyklicznych, zawierajgcych pierscien azirydynowy, oksazolino-
wy czy P-laktonowy, lub do produktow dehydratacji.

Wprowadzenie nowych reagentdw redoksowych poszerzyto zakres zasto-
sowan reakcji o nowe, nie reaktywne wczesniej substraty, dlatego aplikacje tej
niezwykle wszechstronnej reakcji wydajg sie nie mie¢ konca.
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ABSTRACT

The chemistry of spiranes has been studied extensively from many points
of view and has already been the subject of many papers. Generally the spira-
nes are not a new class of compounds in the chemical sense, but they retain the
chemical properties of their parent moieties. Much interest has been focused on
the bonding character of the central spiro-atom. This review describes all
aspects of spirane chemistry that have been developed in the last few years:
spiroconjugation, helical structure, conformational transmission, photochro-
mism and biologically active spiranes.

When two perpendicular it systems are joined by a common tetrahedral
atom, it is postulated that electronic delocalization will produce important and
characteristic effects in the electronic spectrum [10, 11] and in chemical reac-
tivity [14, 15]. This special case of homoconjugation has been called spirocon-
jugation (Schemes 1,2). The presence of hypochromism suggests that the domi-
nant conformation of spiranes is helical (Schemes 4, 5), [20-23], The effect of
conformational transmission in the series of new spirane systems was studied
with the aid of XH-NMR spectra (Schemes 7, 8), [36-38],

The photochromic behaviour of spiropyrans is based on the reversibility
between the colourless “closed” spiropyran form and the coloured “open” me-
rocyanine dye via heterolytic cleavage of the spiro oxygen-carbon bond
(Scheme 9), [47, 48]. The spiropyrans and related compounds (spirooxazines)
continue to arise a strong interest in various fields such as: non-silver high
resolution photography [45], optical devices and holographic systems [46].

Many representatives of spiranes have a useful biological activity (Sche-
mes 10, 11), [49-55]. For example, |,7-dioxaspiro[5.5]undecane is the major
component of the sex pheromone of the olive fruit fly [56].

The purpose of this article is to show a “phenomenon” of the spiro-atom
and to present the most representative examples.
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WSTEP

Spirany nalezg do dos$¢ rzadko badanych dwu- lub policyklicznych zwigz-
kéw organicznych potgczonych ze sobg za pomocg jednego, wspolnego atomu
o konfiguracji tetraedrycznej (tzw. spiro-atom). Uklady takie, zwlaszcza zawie-
rajgce podstawniki, pierScienie heterocykliczne lub wigzania wielokrotne sg
interesujgcymi obiektami badan stereochemicznych ze wzgledu na mozliwosé
wystepowania w nich réznego rodzaju izomerii, np. zwigzanej z obecnoscig
centrum chiralnosci, chiralnos$cig osiowa, izomerig konformacyjna, a takze geo-
metryczng. Enancjomeria wynikajgca wylacznie z budowy spiranowej opisana
zostaka po raz pierwszy przez Millsa i Noddera [1] juz w 1920. i od tego czasu
chiralne spirany cytowane sg czesto w podrecznikach akademickich Wiele
uktadéw spiranowych wystepuje w przyrodzie, a poniewaz funkcje biologiczne
tych potaczen sg Scisle zwigzane z ich budowa przestrzenng, tym wieksze wiec
znaczenie ma stereochemia zwigzkéw spiranowych. W ostatnich latach podej-
mowane sg proby odpowiedzi na pytanie, czy spiro-atom jest tylko jednym
z elementéw konstytucji tego typu potgczen organicznych, czy tez umozliwia
on przekazywanie niektérych oddziatywan i efektow, wplywajac zarazem na
wiasciwosci badanych zwigzkéw. Pytanie to wydaje sie szczegdlnie aktualne
obecnie, poniewaz ostatnie badania doprowadzity do odkrycia nowych zasto-
sowan spiranéw [2- 6],

SPIROKONIUGACJA

Spirokoniugacja jest szczegdlnym przypadkiem homokoniugaq'i polegaja-
cegj na przenikaniu sie orbitali p atomow oddzielonych od siebie przez atom
izolujacy. W wypadku spiranéw, w ktérych cztery orbitale p rozmieszczone sa
wokdt weztowego atomu wegla o geometrii tetraedrycznej, naktadanie sie
dwoch orbitali lezacych w réznych ptaszczyznach siega zaledwie 20% wartosci
wyznaczonej dla dwoch sasiadujgcych ze sobg orbitali w planarnym ukfadzie
‘t-elektronowym. Spirokoniugacja odgrywa wazng role w wysokoenergetycz-
nych stanach czasteczki. W widmie UY/VIS spirandw, w ktdrych wystepuje
zjawisko spirokoniugacji, obserwuje sie charakterystyczne przesuniecie mak-
simum absorpcji spiranu konstytucyjnie symetrycznego w stosunku do jed-
nostki ,,monomerycznej” [7-9]. Zmienia sie rowniez rozktad gestosci elektro-
nowej w czasteczce w ten sposob, ze jeden z pierscieni zyskuje charakter dono-
ra, a drugi akceptora elektronéw. Delokalizacja elektronéw spowodowana spi-
rokoniugacja jest takze przyczyng duzej trwatosci nastepujacych jondw i dwu-
rodnikéw [10, 11], (schemat 1).

Mimo Zze zjawisko spirokoniugacji obserwowane byto w wielu réznych
ukfadach [12, 13], to dopiero Maslak na poczatku lat dziewiecdziesigtych
donidst o praktycznym znaczeniu tego efektu [14, 15]. Odkryt on mianowicie
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Schemat 1

nowg klase farb organicznych typu charge-transfer, w ktorych akceptor i donor
sg ze sobg spiroskoniugowane. Stosunkowo staba ,,trojwymiarowa” koniugacja
pozwala na niezalezne sterowanie donorem i akceptorem, co umozliwia uzys-
kiwanie materiatdw o zaplanowanych wczesniej wiasciwos$ciach. W przedsta-
wionym przyktadzie akceptorem jest indanodionowa cze$¢ zwigzku, donorem
natomiast podstawiona diamina (schemat 2). Polaczenie spiro pozwala na

oddziatywanie przez przestrzen wolnej pary elektronowej atomu azotu i or-
bitalu p atomu wegla grupy karbonylowej. Jesli symetria LUMO akceptora
jest taka sama jak symetria HOMO donora, to naktadanie sie orbitali prowa-
dzi do spirokoniugacji. W tym wypadku energia HOM O jest obnizona, a LU-
MO podwyzszona w poréwnaniu do separowanych czesci potaczenia spirano-
wego. Dodatkowo, charakter orbitali ulega ,wymieszaniu”, tzn. HOMO ma
pewng gestosc elektronowg na czesci indanodionowej, a LUMO ma niezerowy
wspotczynnik orbitalu p na aminie. Przejscie HOMO-LUMO typu
charge-transfer powinno by¢ dozwolone we wszystkich wypadkach [16].

Na szczegblng uwage zastugujg spirany wykorzystywane w elektronice do
otrzymywania przewodnikow komaorkowych, w ktérych jednostka przewodza-
cg jest cala czasteczka [17], (schemat 3).
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Od roku 1992 na znaczng skale stosuje sie spirobis(2,4-benzodiokseping)
jako $rodek polepszajacy parametry sprezystosci polimeréw, bez wpltywu na
ich wiasciwosci termiczne [18].

HELIKALNOSC SPIRANOW

Helikalnos¢ jest wihasnosScig strukturalna, dzieki ktdrej utozenie atomow
moze by¢ opisane jako ztozenie translaq'i i rotacji [19]. Czasteczka taka chara-
kteryzuje sie helikalng, sSrubowg osig i skokiem srubowym (stosunek cech osio-
wo-liniowych do katowych). Jezeli promien helisy jest staty, to mamy do czy-
nienia z helisg cylindryczna, gdy sie zmienia —ze stozkowg. Rowniez spirano-
we potaczenia moga byé rozumiane jako zwigzki o budowie helikalnej, przy
czym fakt ten jest konsekwencjg ich chiralnosci [20].

Przedstawiony system (schemat 4) skfada sie gtéwnie z pierscieni tetrahyd-
rofuranowych, utozonych helikalnie wzdtuz osi czasteczki, co ustalono na pod-
stawie badan rentgenowskich. Niektdrzy autorzy tgcza wystepowanie hipo-
chromizmu z helikalnoscig pewnych ukladéw spiranowych, przypisujagc im
konformacje helikalng jako dominujagcg przy pojawieniu sie znacznych
odstepstw od addytywnos$ci absorpcji w zakresie promieniowania UV/VIS.
Potwierdzenie tej tezy dla spiranéw przedstawiono w 1992 r. [21] na podstawie
badan krystalograficznych oraz dichroizmu kotowego.

Zjawisko hipochromizmu zaobserwowano w wypadku 3,3'-spirobis(3,4-di-
hydro-2H-1,5-[3"-metylo]benzodioksepenu), dla ktérego zsyntetyzowano od-
powiedni ,,monomer”. Poréwnujac wspotczynniki ekstynkcji ,,dimeru” (spira-
nu) i ,monomeru” stwierdzono wystepowanie hipochromizmu, co wskazuje
wyraznie na helikalng konformacje wspomnianego uktadu spiranowego, w kt6-
rej pierscienie benzenowe utozone sg wzgledem siebie koplanamie [22], (sche-
mat 5).

Syntezy chiralnych uktadéw o wysokiej czystosci enancjomerycznej majg
ogromne znaczenie ze wzgledu na duzg liczbe chiralnych lekow [23]. Otrzy-
mano wiele chiral auxiliaries pochodzenia naturalnego i syntetycznych, ale
pierwszy zwigzek spiranowy przebadano pod tym katem dopiero w 1992 r.
[24], Autorzy odnotowali wysoka enancjoselektywnos$¢ cis,cis(+)spiro-
[4,4]-nonan-1,6-diolu w reakcji redukcji fenyloalkilowych ketondw (sche-
mat 6).



274 J. JAMROZIK, S. SCHAB

TRANSMISJA KONFORMACYJINA W SPIRANACH

Okreslenie ,,transmisja konformacyjna”, opisujgce przekazywanie napie¢
sterycznych do dalekich obszaréw tej samej czasteczki, zostato wprowadzone
przez Bartona [25], Dowodzac istnienia tego typu oddziatywan dalekiego za-
siegu, Barton przeprowadzit wiele doSwiadczen ze steroidami. Wykazat on, ze
szybko$¢ tworzenia sie ich benzylidenowych pochodnych zmienia sie w zalez-
nosci od lokalizacji podstawnika lub podwdjnego wigzania, odlegtych od cent-
rum reakcji [26]. Wyniki badan roznych autoréw [27] potwierdzajg stuszno$¢
koncepcji Bartona, nieliczni natomiast ttumacza to zjawisko prostymi oddzia-
tywaniami indukcyjnymi [28]. W zwigzku z tym, ze zasieg efektu indukcyjnego
poprzez wiecej niz dwa wigzania jest mato prawdopodobny, cze$¢ autorow
postuguje sie efektem pola elektrostatycznego. | tak np. Kollman [29], na
podstawie metody CNDO/2 oraz danych z analizy widm rentgenowskich, ob-
liczyt rozktad gestosci elektronowej w Kilku steroidach i stwierdzit, ze oddziaty-
wania dalekiego zasiegu determinowane sg przede wszystkim przez transn iy
konformacyjng. Model transmisji konformacyjnej zostat takze uzyty w wypad-
ku systemow naturalnych: DNA i RNA [30], fosfolipidéw [31], antytrombiny
[32], a takze fosforylowanych cukrow [33].

W ostatnich latach laboratorium Koole’a potwierdzito takze istnienie
transmisji konformacyjnej w réznych potaczeniach zawierajacych trygonalnie
bipiramidalny atom fosforu [34, 35]. Zjawisko transmisji konformacyjnej ob-
serwowano takze w spiranach, dowodzac jego istnienia na podstawie widm
UV/VIS oraz NMR [36, 37]. Transmisja konformacyjna w tych zwigzkach
rozumiana jest jako przekazywanie napiecia pierscieni karbocyklicznych
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znajdujacych sie po jednej stronie spiro-atomu do pierscienia heterocyklicz-
nego drugiej czesci spiro-potaczenia, ktory na skutek tego ulega deformaciji, co
powoduje w efekcie zmiang jego geometrii. Jezeli obecne sg tam chromofory, to
moga one w konsekwencji transmisji konformacyjnej zmieni¢ potozenie wzgle-
dem siebie. Efekt transmisji konformacyjnej obserwowany jest w serii konstytu-
cyjnie niesymetrycznych spiranow, z ktérych kazdy zawiera siedmiocztonowy
pierscien 1,5-benzoditiepiny [38], (schemat 7). Zmiana sytuacji sterycznej

Do

Schemat 7

w czesci karbocyklicznej spirandw jest transmitowana poprzez spiro-atom do
pierscienia 1,5-benzoditiepiny. Znajduje to swoje odzwierciedlenie w potozeniu
sygnatdw grup metylenowych pierscienia heterocyklicznego w widmach
A-NMR. Na podstawie analizy widm DNMR ustalono ponadto, ze piers-
cien heterocykliczny w ostatnim potgczeniu przyjmuje konformacje krzesto-
wa i skreconej todzi. Stosunek populacji tych konformeréw w temp. —90°C
okreslono odpowiednio jako 2:1, a bariera interkonwersji wynosi
12,8 kcal/mol.

Weczedniejsze proby analizy konformacyjnej pierscieni oparte byly na in-
tuicji chemikéw, popartej modelami Dreidinga, i na obliczeniach mechaniki
molekularnej. Intuiga nie zawsze jednak prowadzi do prawidtowych wnios-
kéw. Catkowicie niezalezng metodyke analizy konformacyjnej oparto na bar-
dzo udanej koncepcji hyperpowierzchni energii potencjalnej [39]. Hyperpowie-
rzchnig energii potencjalnej oblicza sie dla wszystkich symetrycznych i asyme-
trycznych minimow energii konformeréw i stanéw przejsciowych Minimum
energii konformeru odpowiada minimom lokalnym, stany przejsciowe nato-
miast ,,punktom siodtowym” na hyperpowierzchni energii potencjalnej. Prze-
miany konformacyjne mogga by¢ zdefiniowane w sposob Scisle matematyczny
na podstawie prac Tachibana i Fukui [40], co skierowato analize konformacyj-
na na zupetnie nowe tory —szukania punktow siodtowych na hyperpowierz-
chniach energii potencjalnej, a nie tylko miniméw lokalnych [41].

Saunders przedstawit metode random kick, ktéra moze stuzy¢ do iden-
tyfikowania par miniméw energii konformerdw, ktdre ulegajg wzajemnej kon-
wersji, nie identyfikujac przy tym #aczacych je punktéw siodlowych [42], Ko-
lossovary i Guida uwazajg, ze petne zrozumienie przestrzeni konformacyj-
nej (w ktorej moze zachodzié¢ transmisja konformacyjna) wymaga identyfikacji
catej sieci konformacyjnych przeksztatceri (NCI) w pewnym zakresie energii.



276 J. JAMROZIK, S. SCHAB

Zaproponowali oni jako podstawowe jednostki ,,NCI” bezposrednio powigza-
ne triady minimum —punkt siodtowy—minimum, ktdre reprezentujg pojedyn-
cze przeksztatcenie konformacyjne. Autorzy lokalizowali punkty siodtowe na
tiyperpowierzchniach energii potencjalnej (MM2), uzywajac réznych metod
wyszukiwania konformacji (systematycznych i statystycznych) w potgczeniu
z minimalizacjg energii newtonowskich [43],

Zjawisko transmisji konformacyjnej zaobserwowano takze wczesniej
w 3-i-butylo-2,4,8,10-tetraoksapiro[5,5]undekanie. W widmie IH-NMR w tem-
peraturze —100 °C wystepuje znaczne poszerzenie sygnatu rezonansowego gru-
py i-butylowej w stosunku do sygnatu identycznej grupy, ale w potaczeniu nie
zawierajacym spiro-atomu [44]. Takie poszerzenie sygnatu rezonansowego
grupy i-butylowej autorzy przypisali zwolnionej rotacji tej grupy, spowodowa-
nej transmisjg konformacyjng (schemat 8).

Schemat 8

Efekt transmisji konformacyjnej jest jednym z subtelnych oddziatywan
sterycznych, czesto trudnym do zaobserwowania ze wzgledu na naktadanie sie
z nim réznorodnych innych efektéw elektronowych badZz sterycznych

FOTOCHROMIZM SPIRANOW

Zjawisko fotochromii polega na odwracalnej zmianie barwy substancji
chemicznej pod wplywem napromieniowania Swiattem o roznej dtugosci fali.
Od prawdziwej fotochromii nalezy odrézni¢ zmiany barwy niektérych zwigz-
koéw organicznych dostrzegane wizualnie po napromieniowaniu, zwigzkéw nie
zwigzanych z przejsciem czasteczki w nowg odmiane o innych wiasciwosciach
spektralnych.

Spiropirany badz spirooksazyny wzbudzajg duze zainteresowanie w ta-
kich dziedzinach, jak: niesrebrowa fotografia wysokorozdzielcza [45] oraz
w rdznych systemach optycznych i holograficznych [46]. Fotochromowe za-
chowanie spiropiranéw jest oparte na odwracalnosci miedzy bezbarwna,
»zamknietg” formg uktadu spiropiranu a barwng, ,,otwartg” strukturg merocy-
janiny. Przez napromieniowanie spiranu $wiattem ultrafioletowym [/IV!] na-
stepuje rozerwanie wigzania miedzy spiro-atomem wegla a atomem tlenu z wy-
tworzeniem merocyjaniny, ktéra w Swietle widzialnym [/ivZ] tworzy znéw for-
me ,,zamknietg”. Podobny cykl przemian wystepuje dla uktadu spirooksazyny
[47], (schemat 9).
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Schemat 9

Spirany wykazujgce wiasciwosci fotochemiczne stosowane sg jako nieli-
niowe materiaty optyczne, a badania nad fotochemig tego typu spiranéw pro-
wadzone sg przez grupe badaczy wioskich [48].

SPIRANY AKTYWNE BIOLOGICZNIE

Mechanizm dziatania $srodkéw leczniczych jest zagadnieniem ogromnie
ztozonym. Pewng proba uogdlnienia tego problemu jest teoria receptorow,
wedtug ktdérej dziatanie farmakologiczne danego zwiazku jest spowodowane
potaczeniem z odpowiednim receptorem. W takim ujeciu istotng role odgrywa
przestrzenna struktura czasteczki leku, niekiedy obecnos$¢ spirokonfiguracji
moze utatwi¢ ,,dopasowanie sie” tego leku do struktury receptora. Wiasnie
badania analogéw 2'-metylo-spiro[l-aza-bicyklo[2.2.2]oktano-3,4'-[1,3]-diok-
solanu] prowadzone byly pod katem ich przydatnosci w leczeniu choroby
Alzheimera i cho¢ nie wykazaty one spodziewanej aktywnosci, to jednak wnio-
sty wiele nowego do wyjasnienia mechanizméw dziatania lekdw [49]. W ostat-
nich latach uzyskano nowag klase potgczen spiranowych TSAO, ktdre wykazaty
dziatanie spowalniajgce rozwdj wirusa HIV-1. Jeden z tych zwigzkdéw nazwany
w skrdcie (R)(ribo) TSAO-T przedstawiono na schemacie 10.

Nalezy dodac, ze jedynie spirany o konfiguracji ribo wykazujg aktywnos$¢
antywirusowga. Dziatanie tego inhibitora jest wysoce selektywne i obecno$é
ugrupowania spiranowego odgrywa w nim znaczacg role [50, 51]. TSAO nie
zmieniajg ponadto aktywnosci innych inhibitoréw HIV-1 i dlatego moga z ni-
mi dziata¢ jednoczes$nie [52],
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GOCribe) TSAO-T

Schemat 10

Na uwage zastuguje takze duza grupa antybiotykéw spiranowych. Naj-
bardziej znana jest gryzeofulwina, wyodrebniona z grzybni Penicyllinum griseo-
fulmm, a takze szereg jej pochodnych [53]. Wiekszos¢ antybiotykéw tego typu
zawiera pierscien oksiranowy, rzadziej cyklopentanowy badz furanowy lub cy-
klopropanowy. Niektore z nich, jak np. iludyna S, wykazujg dziatanie cyto-
statyczne [54], (schemat 11). Wazng role w medycynie odgrywajg ,,spiranowe

OH

O

Schemat 11

steroidy”, ktore znalazty zastosowanie w kardiologii przy leczeniu hipertropii
[55]. Interesujgce badania Moriego [56] nad feromonami seksualnymi owa-
déw (muszek owocowych, zwanych olivefruitfly) dotyczg chiralnych spiranéw
wywodzacych sie z I,7-dioksaspiro[5.5]undekanu. Biosyntezowane przez te
owady enancjomery (—-(i?) oraz (+)-(S)-oleanu majg r6zna aktywnos¢ bio-
logiczng; pierwszy wabi osobniki meskie, a drugi — osobniki zenskie.

W przedstawionym opracowaniu celowo pominieto zagadnienie syntezy
potaczen spiranowych w formie osobnego rozdziatlu. Mozna przeciez wyr6znic¢
wiele interesujacych, czesto wieloetapowych przemian prowadzacych do ukfa-
déw spiranowych. Wspomnimy tylko o addycji karbenu do egzocyklicznych
olefin, wykorzystaniu réznych reakcji cykloaddycji, kondensacji Dieckmanna
czy tez reakcji odpowiednich bis- lub tetra/cis-bromometylopochodnych
weglowodorow [57-60] z roéznymi diolami i ditiolami. Omowienie wigk-
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szésci wspomnianych proceséw znalezé mozna w cytowanym pismiennic-
twie.

Sadzimy, ze na szczegdblng uwage zastuguje opracowana w 1992 r. [61]
metoda otrzymywania uktadéw spiranowych w wyniku 1,4-cykloaddycji na
katalizatorze palladowym z zachowaniem petnej kontroli stereochemiczng
(schemat 12). Latwo zauwazy¢, ze izomer cis powstaje w obecnosci chlorku
litu, uktad trans natomiast tworzy sie w identycznych warunkach bez dodatku
tej soli.

W zakonczeniu pozwolimy sobie zauwazy¢, ze cho¢ do dzisiaj nie wyjas-
niono w petni ,,fenomenu” spiro-atomu, to jednak stan naszej wiedzy o roli
tego atomu w spiranach zostat poszerzony.
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ABSTRACT

Antibiotics constitute a group of chemical compounds which arouse ext-
reme excitement —in some cases great expectations and in others fear, anxiety
and dismay. Such a situation is due to the observed effects of their action
within the sphere of human life. Dosages of these chemicals may be regarded as
indispensable and advantageous during medical treatment or as hazardous
when overdosed. Antibiotics and antimicrobiological compounds constitute
often toxic residuals in food. Due to a wide use of antibiotics as prophylactic
measures in the breeding of animals which are the raw material base for the
manufacture of food products, and the use of these compounds as food ad-
ditives to prolong food stability and its life, there is a search going on to find
out methods for determination and analysis of speciation of their trace quan-
tities.

A valuable and large group of diagnostic methods with potential possibili-
ties and significance in such analyses consists of immunometric methods [1-7].
Generally, these methods are based on selective reactions of complex formation
between antibodies and antigens or haptenes which have developed a specific
antibody in vertebrates organisms [1-4, 6]. The results of immunochemical
reactions depend on many factors such as the type of sorbent, size of active
surface, kind of marker, specificity of the formed bonds directly or indirectly
affecting the kinetics and physico-chemistry of the serologic process (precipita-
tion or agglutination), [2-7, 16-18]. The use of immunodiagnosis as a method
of food analysis results in a considerable lowering of detection and determina-
tion thresholds of many substances [8-15].

Known immunological methods can be successfully used not only for the
evaluation of antibodies [2-4, 13-18], hormones [19-23], autoantigens [24],
but also for the determination of the nutritious components of food [25-28],
proteins [29-43], vitamins [44, 45] as well as toxic bacterial, mycotic and
mould residues [48-54], antibiotics [55-61], alkaloids [62, 63] and pesticides
[64-70]. These methods can be utilized for analyses of final products as well as
intermediates and raw materials, including the assessment of specified techno-
logical processes [71-79]. Their use makes it possible to lower the detection
and determination thresholds of the compound under analysis [80-84,
134-136].

Stored food products give rise to the formation of antibiotics under the
influence of present or developing microflora [91-103], The hitherto used meth-
ods for the determination of antibiotics include mainly various chromatogra-
phic procedures such as HPLC [101-110], GC [106, 111-115], P & TLC [116,
117], MS [118-123], or enzymatic methods. All these methods have been
recognized as sensitive and satisfying the requirements of analysts [124-127].
However, their general utilization is relatively low due to expensive apparatus
and equipment required. Therefore, in order to improve the sensitivity of deter-
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mination and to reduce the costs of analyses, in the seventies analysts started to
use thin-layer or column chromatography in combination with enzymatic or
immunochemical reactions [128-133]. At present, penetrating research is going
on in analytics to use widely proteins and not only enzymatic ones [1-7, 13,
16-18].

The properties of specific proteins can be used in analytics as agents which
either directly or indirectly form selective complexes with the component of the
compound under analysis. To provide good and effective monitoring of such
reactions, one of the serologic reaction components is marked with isotopic
tracer (115J, 3H, 5/Co, 14C), fluorochromes (fluorescein isothiocyanate, rhoda-
mine B isothiocyanate), enzymes (peroxidase, alkaline phosphatase, glucose
oxidase, urease) or colloidal gold [1-7, 134-136], In addition, there is used an
avidin-biotic system, with antibodies being marked with biotin and enzymes
with avidin. Such an extension of biomolecule application increases the sen-
sitivity of the antibody-antigen reaction by increasing the number of addition
sites on biotinylated antibodies.

Among the immunometric methods, the highest effectiveness is shown by
immunoenzymatic methods which may have a wide application due to the
simplicity of their use. The effectiveness of such an analysis depends on the
stage of sample preparation being dependent, in turn, on the immunometric
method selected. Then, the processes of sample preparation for analysis are
different accordingly. In most cases the sample preparation is based on extrac-
tion with organic solvents to remove homogenates of samples under analysis
[61]. It is a significant point of any analysis to consider the procedures of
speciation examination [137-140]. Thus, the choice ofimmunometric methods,
as those with a high specificity, to that end seems to deserve recommendation.

The present paper reports the results of comparison of methods for the
determination of antibiotics in food products of animal origin. The multidirec-
tional comparison of properties, characteristics and values of various chroma-
tographic methods: HPLC, GC, P& TLC and GC-MS with various immuno-
metric methods has clearly resulted in the benefit of immunoenzymatic meth-
ods. The best results in terms of technical development are obtained by the
immunoenzymatic method ELISA [2-4, 7,15-17, 71-74, 83, 84,138-140]. This
is due not only to its high specificity, detectability, sensitivity, but also to the
short time of analysis, possibility of multiple repetitions under the same testing
conditions, simple equipment and personnel requirements as well as low costs
of determination.

9 — Wiadomosci Chemiczne 3-4/98
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WSTEP

Jednym z istotnych elementdéw analizy wszystkich artykutow zywnoscio-
wych jest szybkie i prawidtowe postawienie diagnozy. W praktyce w wigkszosci
wypadkdw proces diagnostyczny w duzym stopniu opiera sie na ocenie wyni-
kow badan laboratoryjnych. Ws$réd nich coraz wiecej miejsca zajmujg metody
badawcze oparte na reakcjach enzymatycznych oraz immunochemicznych. Za-
miana jednych metod diagnostycznych na inne zawsze prowadzi do pytania,
jakie korzysci i walory majg nowe metody w stosunku do metod dotychczaso-
wych. Aby w pelni odpowiedzie¢ na tak postawione pytanie, nalezy w pierwszej
kolejnosci poznac potencjat i mozliwosci nowych metod, w tym wypadku me-
tod immunometrycznych.

W analizie antybiotykéw w zywnosci spotyka sie wiele rozmaitych pro-
blemoéw wynikajacych z niewielkich, sladowych ich ilosci, najczesciej jako po-
zostatosci. Ponadto problemy analityczne zwigzane sg z efektami zmian meta-
bolicznych antybiotykéw, jakim one juz ulegly w organizmach zwierzat rzez-
nych. Inne dodatkowe problemy zwigzane sg bezposrednio z samym procesem
ekstrakcji antybiotykdéw z prdébek rzeczywistych poddanych analizie.

1. TEORETYCZNE PODSTAWY METOD IMMUNOCHEMICZNYCH

Nazwa immunologia pochodzi od stowa immunitas i oznacza odporno$é
na zakazenia nabyte w wyniku kontaktu z zarazkami. Nalezy jednak odr6znic¢
ten rodzaj odpornosci wrodzonej na infekcje lub czynniki szkodliwe, ktéra
Scisle jest zwigzana ze stowem resistentio. Odpornos¢ rozwija sie w organizmie
kregowcow, w szczegblnosci statocieplnych, jako odpowiedZ na wnikniecie do
ustroju antygenu. Stowo antygen nie ma nic wspolnego z popularnym dzi$
genem, a zostato stworzone jako skrot dwoch stéw anticorporis generator, co
oznacza co$, co rodzi (tworzy) przeciwciata [1-5].

OdpowiedZ organizmu jest bardzo swoista, dotyczy wylacznie tego an-
tygenu, ktory ja wywotat. Przeciwciato (immunoglobulina), biatko wytworzone
przez organizm w tej odpowiedzi, reaguje tez tylko z antygenem, jaki spowodo-
wat jego powstanie; immunogenami sg wiec wszelkie substancje, ktére wpro-
wadzone do organizmu, zasadniczo drogg pozajelitowa, wywotujg w nim od-
powiedZz odpornosciowa w postaci tworzenia swoistych przeciwciat [4-7].
Wiasciwosci antygenowe majg biatka, weglowodany, a nawet, cho¢ stabo wyra-
zong, kwasy nukleinowe. Antygeny moga wystepowac¢ w postaci rozpuszczonej
lub jako cze$¢ struktur wiruséw, bakterii, pierwotniakéw, grzybdéw oraz komo-
rek tkankowcéw [I, 5, 6].

Swoisto$¢ biologiczna enzymow nie zalezy od calej sekwencji aminokwa-
sow w tancuchu polipeptydowym, a od rodzaju i przestrzennego uktadu kilku
aminokwasoéw w aktywnym centrum enzymu. Podobnie swoisto$¢ antygenu
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zwigzana jest tylko z matg czesdcig czasteczki, nazywang determinantg antyge-
nowa. W biatkach determinantami (liniowe lub konformacyjne) antygenowymi
sg grupy aminokwasow badz to okre$lone sekwencjami, badZ tez odpowiednio
utozone wzajemnie na powierzchni czasteczki biatka.

W wielocukrach sg to okreslone cukry proste, a w kwasach nukleinowych
sg to przestrzenne uktady zasad azotowych. Znane sg tez determinanty sztucz-
ne, wprowadzone do czasteczki biatka przez eksperymentatora, np. przyfacze-
nie atomOw jodu lub kwasu diazobenzosulfonowego do tyrozyny, wytwarza
nowa determinante [1, 4-6]. Determinanta i czasteczka z nig zwigzana czesto
wykazuja zdolno$¢ do reagowania ze swoistym przeciwciatem, ale sama nie
potgczona uprzednio z biatkiem nie jest zdolna do pobudzenia organizmu
do wytworzenia przeciwciata Takie substancje o czeSciowo wyrazonych ce-
chach antygenowych, reagujace z przeciwciatami, nie indukujace ich wytwa-
rzania, nazywane sg haptenami. Haptenami sg nie tylko sztuczne determinanty.
Wiele antygenow weglowodanowych i kwaséw nukleinowych to w istocie
hapteny, ktére kojarzy¢ sie moga z biatkami juz po wprowadzeniu do orga-
nizmu. Dopiero po takim zwigzaniu z biatkami stajg sie petnymi antygenami
1, 5, 6].

[ Prz]eciwcia’fa sg biatkami ztozonymi z kilku fancuchéw polipeptydowych,
biatkami o charakterze globulin, wystepujagcymi w osoczu krwi. Ich whasciwos-
cig charakterystyczng jest tgczenie sie ze swoistym dla nich antygenem. Wyrdz-
niono szereg przeciwciat, ktore r6znig sie budowg. Wszystkie zawierajg taficuch
lekki i tancuch ciezki potgczone wigzaniami disulfidowymi (rys. 1). Na skutek
takiej odmiennosci przeciwciato reaguje wylacznie ze swoistym dla siebie an-
tygenem. Reakcje antygen-przeciwciato wykorzystywane sg w immunometrii
1-4]-

[ ]Jeéli rozporzgdzamy znanym (okreSlonym) przeciwciatem, mozemy roz-
pozna¢ swoisty dlan antygen, nawet gdy wystepuje w $ladowych ilosciach
w mieszaninie z innymi substancjami. Odwrotnie, gdy rozporzadzamy okres-
lonym antygenem, mozemy stwierdzi¢ obecno$¢ swoistego przeciwciata w pro-
bie badanej [1-4, 6], Znanych jest wiele typow reakcji antygen-przeciwciato,
jednakze najczesciej wykorzystywane sg: aglutynacja, precypitacja i wigzanie
dopetniacza (komplementu). Charakter tych reakcji zalezy od stanu fizykoche-
micznego uzywanego antygenu.

Zmieszanie z surowicg antygenu prowadzi do zlepiania, czyli aglutynacji
(rys. 2). Reakcja ta przebiega dwufazowo. W pierwszej fazie nastepuje wigza-
nie aglutynogenu z przeciwciatem, a w drugiej, ktéra zachodzi w obecnosci
elektrolitdw, nastepuje wypadanie z roztworu powstatych komplekséw w po-
staci dobrze widocznych agregatéw (aglutynatéw). Czynnikami niezwykle
istotnymi w tej reakcji sg wiasnosci samego antygenu: wielko$¢ czastecz-
ki, rodzaj determinant antygenowych, ich liczba i umiejscowienie, gestos¢
tadunku powierzchniowego, ktéry ma duzy wplyw na przebieg drugiej fazy
reakcji.
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Rys. 1. Schemat ilustrujacy budowe globulin: a) aktywne ugrupowania wigzace w immunoglobuli-

nach, b) ukfad taricucha ciezkiego (H) i lekkiego (L) oraz miejsc hydrolizowanych przez papaing

i pepsyne, ) dimer surowiczej immunoglobuliny IgA, d) dimer wydzielniczej immunoglobuliny IgA,
a) pentamer immunoglobuliny IgM
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aglutynacja brak aglutynacji

Rys. 2. Schemat reakcji aglutynacji
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Rys. 3. Schemat reakcji precypitacji

Surowica nawarstwiona na rozpuszczony antygen tworzy strat przeciw-
ciata z antygenem, zwany precypitatem, a reakcje oznacza sie wtedy terminem
precypitacja (rys. 3). Reakcja precypitacji rowniez przebiega w dwdéch etapach.
W pierwszym etapie powstaje hydrofobowy kompleks antygen-przeciwciato.
Proces ten jest wynikiem interakcji réznych determinant antygenowych danego
antygenu z przeciwciatem o réznej swoistosci. W drugim etapie utworzony
kompleks antygen-przeciwciato pod wptywem elektrolitéw obecnych w $rodo-
wisku reakcji zostaje wytrgcony w postaci stragtu widocznego jako zmetnienie
Srodowiska. Aby powstaty precypitat stat sie widoczny, musi utworzy¢ sie bar-
dzo duza sie¢ przestrzenna ztozona z duzej liczby czasteczek antygenu i przeciw-
ciala, czyli wystepuje koniecznos¢ stosowania wysokich stezefi obu reagentow.

W surowicach kregowcow znajduje sie zespot biatek zwany dopetniaczem,
czyli komplementem. Komplement sklada sie z 20 biatek, z ktorych dwa sg
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cieptochwiejne i ulegaja inaktywacji przy podgrzaniu. Dopetniacz nie jest swoi-
sty i sam nie wykazuje zdolnosci do reagowania z antygenem. t.gczy sie nato-
miast z uprzednio wytworzonym kompleksem antygenu ze swoistym przeciw-
ciatem. Po takim potgczeniu dopetniacz wywiera okreslony wplyw na antygen.
Jesli kompleks przeciwdato-antygen zostat utworzony przez antygen, np. ko-
morke bakteryjng lub krwinke czerwong (erytrocyt), dochodzi do rozpuszcze-
nia, czyli lizy komérki. Zjawisko hemolizy immunologicznej jest podstawg od-
czynu wigzania dopetniacza. Odczyn wigzania dopetniacza ma szerokie zasto-
sowanie praktyczne. Efekty zalezg jednakze od temperatury reakcji, czasu in-
kubacji, obecnosci elektrolitow, zastosowanych stezen reagentéw oraz od wiel-
kosci powstatego kompleksu.

Sity wigzace kompleks przeciwciato-antygen sg zupetnie takie same, jak
miedzy enzymem a jego substratem. Antygen bardzo precyzyjnie pasuje do
miejsca wigzacego przeciwciata, tak ze po zwigzaniu pozostaje solidnie unieru-
chomiony na swoim miejscu bez zadnej swobody ruchow. Reakcja miedzy
przeciwciatem a antygenem jest, jak juz wspomniano, bardzo swoista. Przeciw-
ciato reaguje tylko z antygenem, pod ktérego wpltywem zostato wytworzone
przez zwierze. Nawet mata réznica w budowie dwoch antygendw, nieraz bar-
dzo trudna do wykrycia lub wrecz niewykrywalna, wystarcza, aby antygeny te
powodowaty powstanie dwoch réznych przeciwciat, reagujacych tylko z sobie
swoistym antygenem [1, 3, 4].

W tak bardzo swoistych reakcjach immunologicznych analitycy znalezli
narzedzie odrdzniania i identyfikacji drobnoustrojow lub zwigzkéw chemicz-
nych, nawet wowczas, gdy badania morfologiczne i chemiczne nie pozwolity na
wykrycie réznic miedzy drobnoustrojami czy obecnoscig substancji analizowa-
nej [1-7],

2. METODY IMMUNOMETRYCZNE

Immunodiagnostyka jako jeden z najnowszych dziatéw nauki, zajmujacy
sie opracowywaniem i stosowaniem metod opartych na reakcjach immunologi-
cznych, zyskuje obecnie powszechne zastosowanie nie tylko w praktyce klinicz-
nej [2, 3, 6] do:

— oceny stanu czynnosciowego uktadu immunologicznego i ukladow
wtornych wigczonych w odpowiedZ immunologiczna,

— diagnostyki chorob zakaZznych i inwazyjnych,

— okreslenia antygendéw zgodnosci tkankowej (HLA) w transplantologii
i transfuzjologii,

— ustalania grup krwi, co jest istotne w hematologii, transfuzjologii
i transplantologii,

— oznaczania poziomu wielu biatek w piynach ustrojowych.
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Stosuje sie te metody réwniez w w badaniach naukowych i aplikacyjnych,
w tym m.in. do oceny jakosci zywnosci w testach okreSlajagcych zawarto$é:

a) biatka obcego (niezgodnego z recepturg w zafatszowaniach zyw-
nosci);

b) biatka niepozadanego (zywno$¢ dietetyczna);

c) $rodkéw alergennych naturalnych i obcych;

d) antybiotykéw i innych zwigzkdw antymikrobiologicznych;

e) pestycydow i insektycydow;

f) substancji toksycznych (fenoli, kancerogennych amin i weglowodoréw
aromatycznych) itp.

Obecnie nauka ta dysponuje catg gama r6znorodnych metod immunomet-
rycznych. Zdecydowana wiekszos¢ poznanych testow oparta jest na reakcji
antygenu ze swoistym przeciwciatem (skierowanym przeciwko danemu antyge-
nowi). Do tej grupy testow naleza:

— odczyny precypitacji pierscieniowej, szkietkowej, flokulacyjnej;

— odczyny immunodyfuzji: pojedyncza i podwdjna probowkowa, phyt-
kowa (PDA) oraz nefelometria;

— techniki immunoelektroforezy: wg metody Schneideggera, wg metody
Laurella, przeciwpradowa, krzyzowa i western blotting-,

— odczyny aglutynacyjne: aglutynacja bezposrednia (czynna) szkietkowa
i probéwkowa (typu H, O lub V), aglutynacja posrednia (bierna);

— odczyn lateksowy, odczyn hemaglutynacji, odczyn hamowania hema-
glutynacji, odczyn antyglobulinowy bezposredni i posredni (RF, test Wader-
go-Rosego);

— odczyn wigzania dopetniacza (OWD);

— odczyn antystreptolizynowy (ASO);

— metody immunometryczne z zastosowaniem znacznikow.

Metody immunometryczne z uzyciem znacznikéw ze wzgledu na rodzaj
uzytego znacznika dzielg sie na:

— immunofluorymetryczne (FIA — Fluorescent Immunoassay):

a) kompetycyjne,
b) posrednie,
c) kanapkowe;
— radioimmunologiczne (RIA — Radioimmunoassay):
a) kompetycyjne,
b) bezposrednie (Farra);
— immunoradiometryczne (IRMA):
a) test RAST (Radioallergosorbent),
b) test RIST (Radioimmunosorbent);
— immunoenzymatyczne (EIA — Enzyme Immunoassay):
a) bezposrednia reakcja immunoenzymatyczna,
b) posrednia reakcja immunoenzymatyczna,
c) test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),



292 U. KUCHARSKA, J. MASLOWSKA

d) test EMIT (Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique);
— immunochemiluminescencyjne:

a) chemiluminescencyjne (lucyferyna, ester akrydyny),

b) bioluminescencyjne (lucyferaza).

3. METODY IMMUNOLOGICZNE W OCENIE ZYWNOSCI

Dotychczasowe klasyczne metody analityczne stosowane do oznaczania
zanieczyszczen, dodatkow lub pozostatosci Srodkéw agrotechnicznych w zyw-
nosci generalnie zwigzane sg z ekstrakcjg rozpuszczalnikami organicznymi,
a nastepnie detekcjg metodami: chromatograficznymi (kolumnowa, cieczowa,
gazowa, planarna), spektrofotometrycznymi, fluorometrycznymi, radiometry-
cznymi lub elektrochemicznymi [8]. Dane literaturowe wskazuja, ze uzycie po
raz pierwszy metod immunoanalitycznych nastgpito w roku 1959, kiedy to
Yelow i Berson [9] zastosowali radioimmunoanalityczng metode do oznacza-
nia insuliny (10-40 pg)jako hormonu. Od tego roku metody immunoanalitycz-
ne staty sie do$¢ czesto uzywane, ale gtéwnie w medycynie klinicznej.

Pierwsze doniesienia o uzyciu metod radioimmunoanalitycznych w anali-
zie Srodkdw spozywczych spotykamy w 1970 r. Porath [10] przedstawit wyniki
prac prezentowanych na Miedzynarodowym Zjezdzie Biologicznym, ktéry od-
byt sie w 1968 r. w Sztokholmie. Prace tam prezentowane géwnie dotyczyly
detekcji (I pg) specyficznych biatek ekstrahowanych z zywnosci. Upowszech-
nianie stosowania metod immunoanalitycznych w poczatkowym okresie
(1970-1974) nastepowato bardzo powoli i ostroznie, dopiero od 1982 r. datuje
sie ich intensywny rozwdj, tak pod wzgledem czestosci uzycia (rys. 4),jak i pod
wzgledem réznorodnosci technik wykonania [11, 12]. Wielokierunkowy roz-
woj metod immunoanalitycznych doprowadzit do opracowania rozmaitych
technik oznaczania takich samych badz réznych zwigzkéw chemicznych w pro-
bkach o réznorodnym pochodzeniu (mikroorganizmy, rosliny, ssaki). Najwie-
cej uwagi jednakze poswiecono metodom immunoenzymatycznym i mozliwos-
ciom ich wykorzystania. Obserwuje sie wyrazny postep w dopracowywaniu do
perfekcji szczeg6tdw technicznych manualnego wykonania oraz technik moni-
torowania az po komputerowg obrébke wynikéw uzyskanych podczas immu-
noanalizy.

Sposrod wszystkich dotychczas stosowanych wyrdzniajg sie metody im-
munometryczne jako grupa specyficznych metod analitycznych o duzej czutosci
i wielorakim zastosowaniu. Najwieksze uznanie za swojg prostote i ré6znorod-
no$é stosowania zyskata sobie metoda ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), metoda immunologiczna oparta na wykorzystaniu immunosorpcji
przeciwciat lub antygenow na fazie statej w kompozycji z odpowiednimi koniu-
gatami przeciwciat znakowanych enzymem. Metoda ta zostata opracowana
w 1971 r. przez Engvalle’a i Perlmanna [13] oraz Van Weemena i Schuursa
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Rys. 4. Udziat metod immunometrycznych wsrod wszystkich metod analizy zywnosci stosowanych
do oznaczania zawartosci tego samego skladnika [11]

[14]. Obecnie metoda ELISA znana jest w trzech wariantach (rys. 5): a) kanap-
kowa (sandwicz); b) kompetycyjna, ze znakowanym antygenem; c) niekom-
petycyjna, ze znakowanym przeciwciatem [2-4, 7, 15-17].

Pod wzgledem rozwigzania technicznego metoda ELISA zostata starannie
dopracowana w postaci testu ptytkowego i zautomatyzowanych odczytéw przy
uzyciu odpowiednich czytnikoéw spektrofotometrycznych lub fluorymetrycz-
nych). Obecnie w tej postaci ma ona zastosowanie do iloSciowej oceny an-
tygendw lub przeciwciat [16-18], wielu hormondéw [19-23], autoantygenow,
[24], sktadnikéw zywnosci [25-28], monitorowania i kontroli pozostatosci nie
tylko chemicznych zanieczyszczen [29-32] w zywno$ci pochodzenia zwierze-
cego [33-35] lub rodlinnego [36-38], ale takze do stwierdzenia obecnosci en-
zymow [39-43], witamin [44,45], obcych czynnikdw wzrostu [46,47], toksyn
bakteryjnych i grzybiczych [48-54], antybiotykéw [55-61], alkaloidow [62,
63], pestycydow [64-70] itp. Ponadto metoda ELISA znalazta zastosowanie
w diagnozowaniu i ocenie proceséw technologicznych gtéwnie w przemysle
spozywczym. Jest ona wykorzystywana zwilaszcza do oceny poziomu stopnia
denaturacji biatek mleka i miesa [71-74]. Kontrola ta zwigzana jest przede
wszystkim z nadzorem procesu, ktéry ma na celu uzyskanie w procesie techno-
logicznym specyficznego sktadu produktu o réznorodnych, zmodyfikowanych
biatkach, ktére nie wywotujg alergii u 0séb z nietolerancjg mleka krowiego czy
okreslonych gatunkéw miesa.
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Rys. 5. Schemat prezentujacy rézne wersje uzycia metody ELISA w analizie zywnosci: a) kanap-
kowa (sandwicz), b) kompetycyjna —ze znakowanym antygenem, c) niekompetycyjna —ze znako-
wanym przeciwciatem

Dzieki mozliwosci diagnozowania metodami immunoenzymatycznymi
mozna wptywac na proces technologiczny zwigzany z obnizeniem zawartosci
np. a- i p-laktoglobulin w mleku i produktach fermentacji mlekowej [75-77],
Metoda ta umozliwia ponadto zbadanie réznic w skfadzie mleka czy miesa
wynikajgcych z uwarunkowan genetycznych zwierzat [78]. W wypadku produ-
ktow miesnych pozwala ona zidentyfikowac rézne gatunki miesa w produk-
tach nie poddanych obrébce termicznej, zawartosci biatek dodawanych w pro-
cesie technologicznym badz zawartosci innych biatek, np. roslinnych [79], czy
tez zafatszowania niektdrych gatunkéw miesa i jego produktow przez dodawa-
nie tanszych surowcéw [80-82],

Uzycie tej metody przez wiele wyspecjalizowanych laboratoriéw na catym
Swiecie pozwolito wykazaé, ze metody immunoanalityczne, a zwtaszcza metoda
ELISA sa zdecydowanie lepsze, szybsze i bardziej czute w poréwnaniu z klasy-
cznymi metodami analitycznymi [83, 84].

4. ANTYBIOTYKI W ZYWNOSCI
A USTAWODAWSTWO ZDROWOTNE DOTYCZACE ZYWNOSCI

Powszechne stosowanie w weterynarii antybiotykdw, zwlaszcza w leczeniu
i profilaktyce chordb bakteryjnych gruczotu mlekowego u krow oraz w profila-
ktyce hodowlanej drobiu, trzody chlewnej i bydta, wigze sie z ryzykiem wy-
stepowania pozostatosci preparatow antybakteryjnych w produktach mlecz-
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nych, jajach i miesie oraz w ich przetworach [61, 85, 86]. Ponadto moda na
produkty zywnosciowe o przedtuzonej trwatosci (lecz czesto o niskiej wartosci),
sprzyja skracaniu proceséw technologicznych poprzez stosowanie dodatkow
antybakteryjnych, m.in. sulfonamidéw czy fosfonopeptyddw, ktére dos$é czesto
u konsumentéw wywotujg rézne alergie i patologie wchianiania jelitowego.
Niezaleznie od celowego, niskiego dawkowania wymienionych zwigzkéw
stwierdza sie przypadki naturalnego wystepowania w zywnosci ich pozostato-
sci [87-90].

Obserwujac duzg konkurencyjnos¢ na rynku zywnosciowym, zauwaza sie,
ze niektore produkty zywnosciowe (najmniej atrakcyjne i najmniej trwate) ska-
zane sg na diugotrwate przechowywanie. To za$ jest przyczyna naturalnego
wytwarzania substancji szkodliwych, nie tylko antybiotykéw, w gotowym,
przechowywanym produkcie spozywczym pod wplywem obecnej i rozwijajacej
sie tam mikroflory (drozdze, bakterie i plesnie), [91-103].

Whyniki badan prowadzonych w ostatnich latach $wiadczg o tym, ze nie-
ktore zwigzki organiczne i nieorganiczne okazuja sie szkodliwe i sg powodem
wielu stanéw alergicznych, nawet w duzo mniejszych dawkach niz te, ktore
ustalono wczesniej. W takiej sytuacji bardzo waznym problemem staje sie ana-
liza zywnosci dla ochrony catosci spoteczenstwa przed groznymi nastepstwami
chorobowymi, wynikajacymi z powszechnego ich dawkowania z zywnoscia.
Nalezy zatem dazy¢ do stosowania niezawodnych, bardziej czutych i specyficz-
nych metod analitycznych umozliwiajacych wykrywanie i oznaczanie tych
zwigzkdw. Stosowane metody muszg by¢ takze ekonomiczne i proste w wyko-
naniu, aby mozna je bylo wykorzystywa¢ powszechnie do biezacych, seryjnych
analiz, a nie tylko w pracach typowo badawczych.

Sposréd wielu zwigzkéw wystepujacych w zywnosci szczegdlng uwage
zwracajg antybiotyki, ktdre w dobie konkurencji i wolnego rynku staty sie
modne. Wedtug postanowier polskiego ustawodawstwa uzywanie antybioty-
kéw do konserwowania zywnosci jest niedozwolone. Polskie ustawodawstwo
nie dopuszcza obecnosci antybiotykow w Srodkach spozywczych pochodzenia
zwierzecego [96, 97]. Wyniki badan nad higieng zywnosci wskazujg jednakze,
izprodukty ogélnie dostepne (mleko, jaja, mieso i ich przetwory) obarczone sg
pozostatoscig antybiotykdw lub zwigzkéw o dziataniu antymikrobiologicznym
[55-61],

W tab. 1 przedstawiono liste uzywanych antybiotykéw i innych zwigzkdw
antymikrobiologicznych, identyfikowanych w zywnosci pochodzenia zwierze-
cego. Lista ta jest Swiadectwem obfitego wystepowania antybiotykow w pro-
duktach codziennego spozycia. Przerazajace jest i to, ze tak szeroka gama
medykamentow serwowana jest wraz z zywnoscig. W tym miejscu nalezy po-
stawi¢ pytanie: czy wystepujace u ludzi i zwierzat niedobory pierwiastkdw
$ladowych, mikro- i makroelementdéw o waznych funkcjach biologicznych mo-
ga by¢ spowodowane wiasnie chetnie chelatujagcymi i kompleksujgcymi anty-
biotykami? A moze wiasnie dzieki obecnym w nich pierwiastkom ludzkie
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Tabela 1. Lista uzywanych antybiotykéw i zwigzkéw antymikrobiologicznych
identyfikowanych w zywnosci pochodzenia zwierzecego [15, 55-61, 87, 87-103]

Rodzaj zywnosci pochodzenia zwierzecego

Antybiotyk kurczaki indyki wieprzowina wotowina baranina

Bacylomycyna —
Bacytracyna
Chlorotetracyklina
Erytromycyna
Hygromycyna
Linkomycyna
Monezyna
Neomycyna
Nystatyna
Oleandomycyna
Oksyteracyna
Penicylina
Salinomycyna
Streptomycyna
Sulfonoamidy
Tylozyna
Wirginiamycyna

+ + +
+ + +

+

+ + + +
+ 4+ 4+ + !
+ 4+ 0

u

+ 4+ +++++++ g

+ + 4+ + + 4+ 4+ + + 4+ ++++++
++ + ++ + + g

.

,

,»+7 — obecnos¢ antybiotyku oznaczana i stwierdzona w badanym pro-
dukcie miesnym,
” — obecno$¢ antybiotyku oznaczana i nie stwierdzona w badanym
produkcie miesnym.

organizmy fatwiej znoszg toksyczne dziatanie antybiotykdéw? Nalezy przypusz-
czaé, ze pod ich wpltywem zmieniona zostaje struktura kostna, ktora z natuiy
jest bogata w pierwiastki chemiczne. Zjawisko takich zmian daje sie zaobser-
wowac na przyktadzie kosci kurczakéw hodowanych na duzych fermach. Kur-
czaki hodowane w duzych stadach wraz z paszg pokarmowa pobierajg an-
tybiotyki w tzw. ,,dawkach profilaktycznych”. Kosci tych kurczakéw sg fatwo
rozsypujace sie, miekkie, czesto poprzerastane tkankg chrzestna, a kosci diugie
najczesciej sg znieksztatcone, powyginane. Prawdopodobnie struktura tych ko-
§ci zostata ostabiona i nie jest w stanie utrzyma¢ masy ciata. Czy niedobory
innych zwigzkéw waznych dla zycia ludzi i zwierzat zawdzieczamy takze obec-
nym w zywnos$ci nadmiarom medykamentow (hormony, czynniki wzrostu itp.)?

Szerokie uzycie antybiotykdw wymusza konieczno$¢ opracowywania co-
raz bardziej czutych metod wykrywania i oznaczania ich pozostatosci w zyw-
nosci oraz sugeruje zakres prac majacy na celu okreslenie poziomow tolerancji
lub ustalania pozioméw okreslanych jako ,,dopuszczalne lub nieszkodliwe”.
Wedtug ustawodawstwa holenderskiego problem kontroli i nadzoru przedsta-
wia sie inaczej niz w Polsce i kilku innych krajach Europy, ale z pewnoscia jest
on bardziej racjonalny, jesli weZmiemy pod uwage wyniki sporadycznych
analiz, wykonanych na prébkach zywnos$ci og6lnego obrotu i sprzedazy. Ze
wzgledu na zawarto$¢ antybiotykdéw w zywnosci ustawodawstwo holenderskie



METODY IMMUNOENZYMATYCZNE W ANALIZIE ANTYBIOTYKOW 297

zaklada trzy klasy toksycznosci: a) dopuszczalna, b) warunkowo dopuszczalna,
cj niedopuszczalna. Aby mozna byto ustali¢ okreslone klasy czystosci zywnosci,
nalezy stosowa¢ w badaniach niezawodne metody wykrywania i oznaczania
ultrasladowych ilosci tych i innych (pestycydy, aflatoksyny) zanieczyszczen.

Antybiotyki i zwigzki o dziataniu antymikrobiologicznym sg stosowane
od ponad 35 lat na catym Swiecie. Znajdujg sie one w zywnosci, ale przez caty
czas dazy sie do zabezpieczenia ludnosci przed ich toksycznym dziataniem.
Ustalone normy dawek dopuszczalnych dajg prawo do roszczen i ekwiwalent-
nych wynagrodzen od producentéw z tytutu ich przekraczania Ustawodaw-
stwo USA ustalito dawki dopuszczalne okre$lonych klas (grup) antybiotykow
i zwigzkéw antymikrobiologicznych w zywnosci (tab. 2).

Tabela 2. Dopuszczalne ilosci antybiotykéw i zwigzkéw antymikrobiolo-
gicznych w jajach, mleku, miesie i rybach wg ustawodawstwa USA [61,

124-133]
Antybiotyki w przel_iczeniu I:_)o_pus>zcza|ne iloﬁci w ppb
na zwigzek jaja mleko mieso ryby
Aminoglikozydowe  Streptomycyna 0 150 500 150
Beta-laktamowe Penicylina G 0 5 50 20
Tetracykliny Chlorotetracyklina 0 30 100 100
Oksytetracyklina 0 30 100 50
Sulfonoamidy Sulfadimetoksyna 100 10 100 10
SuUametazyna 100 10 100 25
Sulfachinoksalina 100 10 10 20
Makrolidy Erytromycyna 25 50 300 150
Tylozyna 200 50 200 500
Chloramfenikol Chloramfenikol 5 5 10 5

Metody immunometryczne nalezy traktowac jako potencjalne zrddto dob-
rych, specyficznych, czutych, szybkich i wygodnych metod oznaczania antybio-
tykéw. Nalezy rozpropagowac i upowszechni¢ ich zastosowanie w laborato-
riach zajmujacych sie analizg zywnosci. Po przeprowadzeniu badan miedzy-
laboratoryjnych nalezatoby podja¢, wzorem krajéw zachodnich (Niemcy, Ho-
landia), dziatania legislacyjne zwigzane z adaptacjg metod immunometrycz-
nych, zwfaszcza immunoenzymatycznych, jako metod analitycznych dajacych
szanse ustalenia nowych, lepszych norm jakosciowych odpowiadajacych wy-
mogom Unii Europejskiej.

5. OZNACZANIE ANTYBIOTYKOW W ZYWNOSCI

Za historyczne mozna dzi$ uzna¢ metody kolorymetryczne Brattona
i Marshalla [99, 100], ktére z pewnymi poprawkami bywajg stosowane jeszcze
do dzisiaj. W fachowej literaturze spotka¢ mozna wiele propozycji identyfiko-
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wania i oznaczania réznych substancji przeciwbakteryjnych technikami chro-
matografii cieczowej (HPLC) [101-110], gazowej (GC) [106, 111 115], cienko-
warstwowej (P&TLC) [116, 117] lub najbardziej miarodajng technika spektro-
metrii masowej (MS) [118 123]. Metody te jednak nie znalazty szerszego za-
stosowania w rutynowych, masowych oznaczeniach ze wzgledu na wysokg
cene specjalistycznego sprzetu, dostepnego tylko w duzych, wyspecjalizowa-
nych laboratoriach. Bez watpienia metody te mogg by¢ stosowane w charak-
terze metod potwierdzajacych lub odwotawczych wtedy, kiedy badania skrinin-
gowe datyby wyniki wymagajgce potwierdzenia.

Metody immunoenzymatyczne w swoim klasycznym wydaniu jeszcze nie sg
na tyle rozpracowane, aby mogty stanowi¢ metody powszechnego stosowania.
W doniesieniach literaturowych jednakze mozna spotka¢ dane o mozliwosci
stosowania testow (test-kit, Quik-card) immunoenzymatycznych do wykrywa-
nia w ilosciach kilku ppt (ng/kg) tylozyny, sulfodimetoksyny i chloramfenikolu
oraz innych zwigzkéw antybakteryjnych [124 127], W testach tych nalezy
wykonaé nieco pracochtonne, choé nieskomplikowane operacje przygotowania
ekstraktow do reakcji immunoenzymatycznych, ale tylko ten etap wydtuza
czas analizy. By¢ moze jednak pojawiajace sie od paru lat publikacje [128 133],
dotyczace mozliwosci wykorzystania testdw immunoenzymatycznych do wy-
krywania pozostatosci lekdw o charakterze przeciwbakteryjnym w tkankach
zwierzat, w ptynach ustrojowych czy w mleku, sa zwiastunami upowszechnia-
nia i stosowania tych metod w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej.

Wazng role metod immunoenzymatycznych w analizie antybiotykéw na-
lezy wigza¢ z faktem ich wystepowania w zmienionej formie jako produkty
metabolicznych przemian. Uzyskiwanie specyficznych przeciwciat dla takich
zwigzkéw moze dac szanse okreslenia absolutnych poziomow ich wystepowa-
nia oraz toksycznosci, a takze mozliwos$¢é ustalenia specjacji w materiatach
biologicznych. Wiegkszo$¢ indywidudw chemicznych bedacych obiektem zainte-
resowania toksykologii tych zwigzkdéw to czasteczki male, tatwo przenikajgce
i tatwo ulegajgce wigzaniu przez inne obecne w uktadach aktywne grupy zwiaz-
kow. Poprzez takie reakcje w efekcie dajg catg grupe zwigzkdéw o podobnych
wiasciwosciach chemicznych i fizycznych, co nastrecza istotne trudnosci w ana-
lizie, zwlaszcza w analizie specjacyjnej. Niewatpliwy wpltyw na wynik analizy
ma specyfika doboru warunkéw przygotowania probek do analizy. W analizie
specjacyjnej ma zastosowanie wiele ztozonych procedur analitycznych, ktérych
istotnymi elementami sg procedury rozdzielania czy wydzielenia i oznaczania
Metody immunoenzymatyczne jako wysoce specyficzne mogg zapewnié bardzo
dobrg wykrywalno$¢ w potaczeniu z detekcjg spektrometryczng lub ostatnio
wprowadzang detekcjg elektrochemiczng. Konieczno$¢ taczenia proceséw roz-
dzielania i oznaczania doprowadzita do konstrukcji aparatow realizujacych
obie te funkcje. Sa to przyrzady lub techniki sprzezone (hyphenated techniques,
coupled techniques), a mozliwosci jest tu bardzo wiele. Takie uktady wykorzys-
tuje sie do oznaczania nie tylko antybiotykéw, ale takze czynnikdw wzrostu,
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hormonow, pestycydow i innych substancji toksycznych znajdujacych sie w zy-
wnosci.

Wiarygodno$¢ oznaczania w prébkach naturalnych wymaga potwierdze-
nia jakosci oznaczania, a wiec okreslenia jego doktadnosci. W ostatniej deka-
dzie zagadnienia jakos$ci oznaczania nabraty specjalnego znaczenia celem okre-
$lenia dopuszczalnych poziomow referencyjnych, opracowywania miedzynaro-
dowych standardow. Podstawowym sposobem okre$lenia jakosci tych ozna-
czen w analizie chemicznej jest uzywanie certyfikowanych materiatéw odniesie-
nia o dobrze znanej zawarto$ci analitu. Problemem jest jednak dobdr wias-
ciwych matryc o odpowiednio niskim poziomie analitu. Sam analit za$ powi-
nien by¢ w takiej postaci, w jakiej wystepuje w badanym materiale. Takich
materiatow do badania specjacji jest bardzo mato i sg to materiaty specjalne
[134—137].

W zasadzie sprawdzenie wynikdw oznaczania poszczegolnych form jest
mozliwe przez poréwnanie sumy stezen wszystkich sktadnikéw z catkowitym
stezeniem oznaczanego skladnika niezaleznie. W praktyce nie jest to takie pro-
ste, gdyz stezenie sktadnika najtrudniejszego do oznaczenia czesto uzyskuje sie,
wyznaczajac réznice miedzy catkowitym stezeniem a sumg stezen pozostatych
jego form. Wnioskowanie o toksycznosci substancji, w tym wypadku metaboli-
cznych pochodnych antybiotykdw, jest niewatpliwie trudne. Dzieki metodom
immunometrycznym bedzie mozna cho¢ cze$ciowo rozwigzac przedstawione tu
problemy.

6. POTENCJAL | KORZYSCI UZYCIA
METOD IMMUNOENZYMATYCZNYCH

Uzycie metod immunoenzymatycznych w analizie antybiotykdw jako po-
zostatosci w zywnosci moze odbywac¢ sie w kilku wariantach technicznych.
Kazdy z tych wariantow ma swoje zalety i wady. Zalety i wady poszczegdlnych
systemoéw analitycznych metod immunoenzymatycznych zaleza od rodzaju me-
tody (homogeniczna, heterogeniczna) i rozwigzan technicznych. Podstawa wy-
konania reakgi w efektywnych metodach heterogenicznych jest zaadsorbowa-
nie antygenow lub przeciwciat do podioza (faza stata), na ktéorym moze za-
chodzi¢ reakcja immunochemiczna. W praktyce stosowane sg rozne rodzaje faz
statych (tab. 3). Efekty procesu sorpcji zalezg bezposrednio od wasnosci mate-
riatow, a przede wszystkim od rodzaju wystepujacych wigzan antygenu (prze-
ciwciata) z podtozem oraz pojemnosci antygenow (przeciwciat) na jednostce
powierzchni adsorpcyjnej. Powierzchnia i ksztatt fazy statej oraz sita wigzan
majg swoj bezposredni wptyw na termodynamike i kinetyke reakcji immuno-
chemicznej. Dla wszystkich powszechnie uzywanych materiatdw stosuje sie for-
my kuleczek, wateczkdw, koteczek, pierscieni, ale najczesciej uzywa sie mikro-
studzienek na plytce [138-140],
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Tabela 3. Rozne fazy state stosowane w metodach Lmmunoenzymatycznych (EIA)

Typ materiatu Forma Rodzaj wigzania Pojemnosé

Polistyren mikrostudzienki na ptytce, niekowalencyjne 300 ng/cm2
kuleczki, wateczki

Poliwinyl mikrostudzienki na ptytce niekowalencyjne 300 ng/cm2

Poliweglan kuleczki niekowalencyjne 300 ng/cm2

Kopolimer kuleczki niekowalencyjne zmienna

Nitroceluloza mikrostudzienki na ptytce, niekowalencyjne 100 ng/cm2
membrany

Biatka mikrostudzienki na ptytce, niekowalencyjne 20 mg/cm2
kuleczki (tylko dla przeciw-

ciata)

Rozne mikrostudzienki na ptytce, kowalencyjne zmienna
kuleczki

Kulki magnetyczne optaszezane réznymi zaleza od materialu  zmienna
materiatami optaszczanego

Wybrany typ reakcji immunochemicznej decyduje tez o niezbednej wielko-
sci wykorzystywanej powierzchni, a to bezposrednio wptywa na wybor rodzaju
materiatu ptytek. Rodzaj uzytego materiatu zwigzany jest Scisle z iloScig prze-
ciwciat adsorbowanych na jego powierzchni. W wypadku oznaczeh antybioty-
kéw czynnikiem decydujagcym o wyborze odpowiedniego materiatu jest przede
wszystkim rodzaj grupy reaktywnej badanego antybiotyku oraz typ wigzania
z fazg statg (tab. 3 i 4). W molekutach antybiotykéw centrami aktywnymi
najczesciej sa ugrupowania aminowe, hydroksylowe, karboksylowe oraz p-lak-

Tabela 4. Wykrywalne minimum w kompetycyjnej metodzie immunoenzyma-
tycznej EIA (z peroksydaza) przy uzyciu przeciwciat poli- oraz monoklonalnych

[138-140]
_ _ Reaktywne Prz_eciwciaia Przeciwciata
Antybiotyki arupy poliklonalne monoklonalne
ng/cm3 ng/cm3
Ampicylina —nh?2 10 —
Penicylina G p-laktamowe 2,0
Kloksacylina —COOH 4,0 0,7
Chloramfenikol (podstawa) —COOH 0,1 6,2
(pochodna bursztynianowa) —nh2
Streptomycyna (oksym) —COOH 2,2 11
(hydrazon) —hh?2 '
Sulfadiazyna —nh?2 - 9,0
Sulfametazyna —nh?2 18 15,0
Sulfametoksypirydazyna —nh?2 18 -
Tetracyklina —nh?2 0,5 75

Trimetoprym —nh?2 6,0 -
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tamowe (tab. 5). W oznaczaniu antybiotyk6éw metodami immunometrycznymi
wykorzystywane sg wigzania wilasnie przez te reaktywne grupy. Modyfikacji
metod celem uzyskania wysokiej efektywnosci lub specyficznosci reakcji doko-
nuje sie przez uzycie kofaktoréw stabilizujgcych wiazanie lub uzycie znacz-

nikéw (izotopy, fluorochromy, enzymy) wzmacniajgcych odpowied? reakcji im-
munochemicznej [15, 16, 61, 139],

Tabela 5. Rodzaje wiazan tworzacych sie w reakcjach immunochemicznych
oraz typy grup funkcyjnych bioragcych udziat w ich powstawaniu [138-140]

Grupy funkcyjne na Grupa funkcyjna

Powstajagce wigzania

haptenach na immunoglobulinie
Hydroksylowe hemibursztynianowe ugrupowanie N-amino-
chlorokarboksylowe we lizyny
cykloheksanowe
Karbonylowe oksym ugrupowanie N-amino-
O-metylokarboksylowy we lizyny
Sullhydrylowe potaczenia disulfidowe ugrupowanie siarkowe
cysteiny
Karboksylowe bezwodnik karboimidowy ugrupowanie N-amino-
we cysteiny
Aminy aromatyczne sole diazoniowe ugrupowanie N-amino-

we histydyny, tyrozyny

Aminy alifatyczne aldehyd glutarowy, ugrupowanie N-amino-
bifunkcyjne X-potaczenia we lizyny

W metodach immunoenzymatycznych do znakowania reagentéw stosuje
sie biatka enzymatyczne. Do najczesciej wykorzystywanych tu enzyméw nale-
7g; fosfataza alkaliczna, peroksydaza, ureaza i P-galaktozydaza. Srodowisko
wykonania reakcji na ptytce najczesciej jest obojetne lub lekko alkaliczne. Do
przeprowadzenia reakcji enzymatycznej zwykle stosuje sie substraty przecho-
dzace w produkty barwne (detekcja spektrofotometryczna) lub wykazujgce flu-
orescencje (detekcja fluorymetryczna), (tab. 6). O efektywnosci metod immuno-
chemicznych w analizie decyduje takze rodzaj uzytego przeciwciata — poli-
klonalne badZz monoklonalne (tab. 4). W wypadku antybiotykoéw tetracyklino-
wych, a takze substancji antybakteryjnych, takich jak chloramfenikol czy
zwigzki sulfonoamidowe, uzycie przeciwciat poliklonalnych w metodzie immu-
nometrycznej obniza prog wykrywalnosci 5-100-krotnie w poréwnaniu do me-
tod z uzyciem przeciwciat monoklonalnycR. Wzrost efektywno$ci w tym wypa-
dku najprawdopodobniej zwigzany jest z utworzeniem, oprocz wigzania gtow-
nego, dodatkowych wigzan, ktére stabilizujg powstaty sztywny uktad kom-
pleksowy. Uzycie przeciwcial monoklonalnych do oznaczenia antybiotykdw
(5-laktamowych pozwala obnizy¢ prog wykrywalnosci 2- 10-krotnie w po-
rownaniu do metod z zastosowaniem przeciwciat poliklonalnych. Ogo6lnie
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Tabela 6. Enzymy powszechnie uzywane w metodach systemu EIA [1-7, 138-140]

Kolorymetryczny Fluorymetryczny

Zrodt .
Enzym enrzo m(:J Optimum pH substrat dla substrat dla
y enzymu enzymu
Fosfataza alkaliczna ~ wnetrznosci 9-10 p-nitrofenylofos- fosforan 4-metylo-
cielece foran umbeliferylu
R-galaktozydaza Escherichia 6-8 ONPG*“ R-d-galaktopiranozyd
coli CPRGb 4-metyloumbeliferylu
Peroksydaza korzen 5-7 ABTSC kwas p-hydroksy-
chrzanu TMBd fenylooctowy
OPD*
Ureaza fasola ,jas” 6,5-7,5 mocznik/purpura -

bromokrezolowa

* — [-d-galaktopiranozyd o-nitrofenylu; b — R-d-galaktopiranozyd czerwieni chlorofenolo-
wej; ¢ —kwas 2,2'-azino-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)/H20 2; d — 3,3',5,5'-tetrametylo-
benzydyna/H20 2; “ — o-fenylenodiamina/H20 2.

stwierdza sig, ze w wybranych reakcjach immunoenzymatycznych przeciwciata
monoklonalne swoja specyficznoscig efektywnie przewyzszajg wyniki analizy
metodami z przeciwciatami poliklonalnymi. Rodzaj stosowanego antygenu (ha-
ptenu) lub przeciwciata i jego ugrupowan aktywnych (tab. 4), w zaleznosci od
budowy i sktadu determinant (epitopdéw) na przeciwciatach, rGwniez ma wyraz-
ny wplyw na kinetyke i termodynamike tych reakcji.

Tabela 7. Por6éwnanie trzech metod immunoanalitycznych: RIA (radioimmunoassay),
FIA {fluorescent immunoassay) i EIA (enzyme immunoassay) [2-4, 16-18, 138-140]

Charakterystyka

Wykrywalno$¢

Specyficznosé
Czas analizy

Okres przechowywania
odczynnikéw

Wymagane wyposa-
zenie

Kwalifikacje personelu

Koszt analizy

RIA

wysoka
ng-pg
wysoka
dni
krétki

scyntylator
lub licznik
promieniowania

wykwalifikowany
z licencjg Radio

7$

FIA

wysoka
ng-pg
wysoka
dni

umiarkowany
UV monitor
wykwalifikowany

i wprawny
5%

EIA
bardzo wysoka
ng-pg-ppt
bardzo wysoka
godziny
dosé dtugi

spektrofotometr
minimalne

przeszkolenie
2%
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Analiza immunochemiczna opiera sie na pomiarze sygnatu jako natezenia
radiolitycznego (RIA), fluorymetrycznego (FIA) oraz spektrofotometrycznego
bedacego koncowym wynikiem reakcji enzymatycznej (EIA) badz chemiczne;j.
Poréwnujac wyniki oznaczania antybiotykow metodami immunometrycznymi
na podstawie specyficznosci, wykrywalnosci, czutosci, czasu analizy, wyma-
ganego wyposazenia, kosztdw i kwalifikacji personelu, zauwaza si¢ zdecydo-
wang przewage w efektywnosci metod immunoenzymatycznych (EIA) nad
metodami immunofluorymetrycznymi (FIA) i radioimmunologicznymi (RIA)
(tab. 7).

Wsrdéd metod immunoenzymatycznych (EIA) najwieksza popularnoscia
pod wzgledem najlepszej efektywnosci cieszg sie dwie metody: ELISA i EMIT.
Metoda ELISA nalezy do metod heterogenicznych analizy makromolekut na
fazie statej i stuzy diagnostyce immunoglobulin, lekéw, hormonéw i metaboli-
tow. Jest ona metoda nieco powolniejszag od metody EMIT, ale cechuje jg
wyzsza czutos¢ (tab. 8). Etapy wykonania badan metodg ELISA przedstawiono

Tabela 8. Charakterystyka i poréwnanie dwoch najbardziej efektywnych metod immunoenzymaty-
cznych [2-4, 8, 15-18, 138-140]

Metoda ELISA Metoda EMIT
Analiza heterogeniczna analiza homogeniczna
Wymaga separowania reagentow nie wymaga separowania reagentow
Wymaga przemycia reagentéw nie wymaga przemywania reagentow
Wolniejsza niz metoda EMIT szybsza niz metoda ELISA
Wyzsza czutos¢ niz w metodzie EMIT nizsza czuto$¢ niz w metodzie ELISA

Pomiar makromolekut (antygen, przeciwcialo) pomiar matych molekut (hapteny)

Stuzy diagnostyce immunoglobulin, zakazern,  stuzy diagnozowaniu lekéw, hormondw,
lekéw, hormonéw, metabolitow metabolitéw

Stata faza analizy wodne fazy analizy

schematycznie na rys. 6, analogiczne etapy dla metody EMIT —na rys. 7.
Do zagtebien stanowigcych mikrostudzienki na phytce w zaleznosci od
typu metody ELISA (rys. 5 w odpowiedniej kolejnosci (rys. 6) dodawane
sg etapami (1- 11) wiasciwe reagenty oraz wykonywane sg odpowiednie
operacje analityczne. W instrumentalnej metodzie EMIT liczba wykony-
wanych operacji jest odpowiednio mniejsza (1-9), a cato$¢ analizy w obydwu
metodach mozna wyraZnie podzieli¢ na trzy charakterystyczne etapy:
a) przygotowanie probki, b) test doswiadczalny, c¢) pomiar i odczyt wy-
nikow.

Poréwnujac wyniki oznaczania antybiotykdw w zywnos$ci rozmaitymi me-
todami analitycznymi (tab. 9), stwierdza sie wyraZzng przewage metod immuno-
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Optaszczenie fezy statej
antygenem lub przeciwcialem

Inkubacja w okre$lonym czasie

Przemycie
3x
O Dodatek przeciwciat
lub antygenu \ \
Prébka 2 Bufor i

Inkubacja w okre$lonym czasie 3 S reaaentv \
Przemycie \ VA .

3x

3 Rozciericzan e 4 Pipetowanie
Dodatek przeciwciat \ s \
znakowanych enzymem

'S \
5  Testowanie probek
Inkubacja w okre$lonym czasie X
Przemycie = e n
e N
\ \
6 Sbektrofbtometrve7ny
N pomiar \
\ \
Odczyt  drukowanie
X
Standardowa Testowanie
krzywa stezen probek\
Rys. 6. Kolejne etapy wykonania Rys. 7. Kolejne etapy wykonania analizy
analizy metodg ELISA metoda EMIT

enzymatycznych (EIA i ELISA) nad metodami enzymatycznymi (testy: CITE,
Charm Form), a takze nad r6znymi odmianami chromatografii (GC, HPLC,
P&TLC). Czuto$¢ metod immunoenzymatycznych jest na poziomie kilku ppb
lub ppm, pozostatych metod natomiast — kilka tysiecy lub kilkaset ppm.
Wprowadzenie do metody ELISA modyfikacji biotynowo-awidynowej, popra-
wiajacej zdecydowanie czutos¢ metody, zdaje sie przesadzac o jej przydatnosci
do oznaczania nie tylko antybiotykéw, ale i innych zwigzkdw w zywnosci.
Uniwersalnos¢ metody ELISA, mozliwos¢ wielokrotnych powtdrzen, bardzo
duza czutos€ i specyficznosé, a jednoczesnie stosunkowo krotki czas uzyskania
wynikow sprawity, ze metoda ta ma coraz to szersze zastosowanie w analizie



Tabela 9. Wykrywalne minimalne ilosci antybiotykdéw oraz zwigzkdw antymikrobiologicznych przy uzyciu réznych technik analitycznych

Klasa
antybiotykow

Aminoglikozydowe
P-laktamowe

Makrolidy

Sulfonoamidy

Tetracykliny

Chloramfenikol

i testow mikrobiologicznych oraz immunoanalitycznych [55-61, 85, 86, 91, 101-133]

llosci przeliczane
na zwigzek

streptomycyna
penicylina G
erytromycyna
tylozyna
sulfadimetoksyna
sulfametazyna
sulfachinoksalina
chlorotetracyklina
oksytetracyklina

chloramfenikol

HPLC

2-20 Mgl
30 ng/ml
0,05 mg/kg
0,05 mg/kg
60 ng/kg
50 ng/ml
30 ng/kg
0,1-5 mg/kg
50 |J.a/kg
1-10 ng/kg

TLC

0.03 ng/g

20 (bgkg
10 ng/kg
50 ng/kg

01 Mgg
15 ng/g

GC

1-10 ng/ml

100 (J-g/kg
50 ng/kg
50 ng/kg

1-10 ng/g

Test
CITE

> 1000

10

100
30
30

Test
Charm
Form

> 1000

1000

50

10

150

EIA ELISA

10 ng/ml  1-2 ng/ml
10 ng/ml  1-4 ng/ml

1 ppm

7 ppm 5 ppm
5 ppm 2 ppm
25 ppm 20 ppm

50 ppm  1-10 ng/ml

80 100 ppm 20 ng/ml

10 ppb 0,1 ppb

AQOL1IN

MOMNALOIGALNY  FIZITYNY M INZOALVINAZNIONNANNI
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zywnosci. Modyfikacje techniczne tej metody doprowadzity do pojawienia si¢
na rynku szybkich testow, tzw. bioindykatoréw, na bezposrednie, szybkie
stwierdzenie oznaczanego skladnika ze zdecydowanie nizszg czutoScig niz
w wypadku testow mikroptytkowych. W Swietle przedstawionych danych, uzy-
skanych w trakcie badan, metody immunoenzymatyczne cechujg sie duzg przy-
datnoscia, wysokim potencjatem analitycznym, przynoszacym wielorakie ko-
rzysci w analizie zywnosci. Wyniki uzyskane dotychczas w naszym Instytucie
sg opisane w pracach [141-150].

PODSUMOWANIE

Whioski ptyngce z tych rozwazan wskazujg, ze oznaczanie pozostatosci
antybiotykdéw w zywnosci mozna przeprowadzac¢ za pomocg analizy immuno-
metrycznej, a potencjat metod immunoenzymatycznych w oznaczaniu antybio-
tykow w zywnosci moze by¢ w petni wykorzystany. Nalezy jednak pamietac, ze
immunoanaliza nie ma specyfiki metod fizykochemicznych, jak GC lub LC,
i obecnos¢ substancji interferujgcych w prébce nie ogranicza metody. Immuno-
analiza moze by¢ wykorzystana jako analiza skriningowa w procesie badaw-
czym duzej liczby préb czy tez préb przed statystycznym selekcjonowaniem.
Wiarygodno$é wynikdéw oznaczenia przy uzyciu tych metod jest zawsze po-
twierdzona przez stosowane standardy. Ograniczona jest zapewne weryfikacja
poprawnosci rezultatéw tych metod, gdyz mato jest og6lnie dostepnych metod,
za ktorych pomocg mozna wykona¢ oznaczenia na poziomie ppb-ppt. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze wynik otrzymany nawet ze 100% btedem na poziomie
ppt-ppb jest z punktu widzenia praktycznego wynikiem lepszym niz brak
oznaczenia w ogole z powodu braku sygnatu analitycznego, np. w P&TLC,
spektrometrii lub fluorymetrii, ktére sa metodami zalecanymi w wypadku ana-
liz zywnosci na zawarto$¢ réznych medykamentow.

Podstawowe korzysci ptynace z uzycia metod immunoenzymatycznych to
przede wszystkim prostota, czas, koszt i efekt analizy. Podstawa analiz im-
munoenzymatycznych jest niezwykle prosta, a do wykonania nie wymaga wy-
sokiej klasy specjalistow ani tez drogiego sprzetu. Niezbedne jest sprawdzenie
metod, ocena i realizacja adaptacyjna oraz wdrozeniowa metod immunoche-
micznych w placéwkach analitycznych.

W przygotowaniu pracy wykorzystano pomoc finansowg KBN — grant
Nr 5 P06 G 008 09.
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| oto znbw, na naszych oczach, powstat nowy dziat nauk chemicznych -
chemia kombinatoryczna. Przynajmniej na razie jest to cze$¢ chemii organicz-
nej, dotyczaca syntezy zwiazkdéw organicznych. Ale implikuje ona zupeknie
nowa, uzywajac bardzo modnego teraz stownictwa, ,filozofie” syntezy. Syn-
tetykom chodzito zawsze i nadal chodzi o uzyskiwanie konkretnych, indywidu-
alnych zwigzkéw chemicznych. Celem prowadzonej pracy byta zawsze synteza
indywidualnego pofaczenia chemicznego, ktdre nastepnie nalezato wiasciwie
scharakteryzowac, ustalajac jego cechy strukturalne. Chemikowi ,,kombinato-
rycznemu” chodzi za$ o co$ innego. Chodzi o wyselekcjonowanie z tysiecy
zwigzkow, stanowiacych razem ich ,biblioteke”, jednego konkretnego potacze-
nia o pozadanych wiasciwosciach Jest to wiec sztuka szukania igty w stogu
siana i az dziwne, Ze sie udaje. Niektdrzy charakteryzujg ten stan rzeczy w na-
stepujacy sposo6b: ,,nie chodzi juz nam dzisiaj 0 pomnazanie zasobu istniejg-
cych (otrzymanych na drodze syntezy) zwigzkéw organicznych, ale o synteze
okreslonych wiasnosci”. Wypowiedz ta jest pewnym uproszczeniem sprawy. Bo
doktadniej moéwiac, chodzi tu o otrzymanie ogromnej biblioteki zwigzkdw,
z ktorych badacz wyselekcjonowuje ten jeden o potrzebnych mu wiasnosciach.

Podejscie takie jest zdecydowanie odmienne od podejscia pracujacego na
sposéb tradycyjny organika-syntetyka, ale i od podejscia chemika pracujacego
w chemii polimerow. Temu ostatniemu zalezy wprawdzie na otrzymaniu pre-
paratu o pozadanych wilasnosciach, ale wiasnosci te sg cechg mieszaniny che-
micznie zblizonych indywidudw chemicznych, a nie pojedynczego zwiazku che-
micznego.

Historia chemii kombinatorycznej liczy zaledwie dziesiec lat. Oprécz licz-
nych artykutow przegladowych doczekata sie jednak juz i powaznego opraco-
wania ksigzkowego, budzacego respekt nawet swoimi rozmiarami [1], Kom-
binatoryka to wedtug encyklopedii PWN ,,elementarny dziat teorii mnogosci,
ktérego przedmiotem jest badanie roznych mozliwych zestawien i ugrupowan,
jakie mozna tworzy¢ z elementéw pewnego zbioru skonczonego”. Ta definicja
bardzo jasno mdéwi nam, o co tez w chemii kombinatorycznej moze chodzic.
Oto mamy np. skonczony zbior 20 elementdw — aminokwasow biatkowych.
Mozna zen utworzy¢ rodzine 205 pentapeptyddw, roznigcych sie sekwencjg
aminokwasowg. Konkretnie mowiac, rodzina taka bedzie zawierata 3200000
zwigzkow. | wsrdd tej masy szukamy pojedynczego pentapeptydu o interesujg-
cych nas wiasnosciach.

Chemia kombinatoryczna zrodzita sie na gruncie chemii peptyddéw, ale
szybko podbita tereny objete przez pokrewne dziaty chemii — jak chemia
polinukleotydow —i wtamala sie w obreb chemii lekdw. W gruncie rzeczy jest
ona konsekwencjg, dostrzezeniem mozliwosci tkwigcych w znacznie starszym
od niej podejsciu — w syntezie na nosnikach statych. Na podstawie technik
syntezy na podtozu statym uzyskuje sie bardzo szybko obszerne biblioteki zwigz-
kow, np. biblioteki peptydéw o okre$lonych rozmiarach i sktadzie aminokwaso-
wym. Albo biblioteki nukleotydowe. (O ich otrzymywaniu pisat niedaw-
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no na naszych tamach W. Markiewicz [2].) Otrzymano réwniez szereg biblio-
tek potencjalnych lekéw: benzodiazepin, hydantoin i tiazolidyn. Umozliwiajg
one szybka selekcje najbardziej obiecujacych indywidualnych potaczen, ukry-
tych wsrdd setek czy tysiecy innych.

Jak powiedzieliSmy, chemia kombinatoryczna jest konsekwenq'g rozwoju
metod syntezy na nos$niku statych. Wymyslona przez R. Merrifielda synteza
peptyddw na nos$niku statym pojawita sie w latach 1963-1964. Umozliwiata
ona ogromne przyspieszenie tempa prac, ale nie pozwalata jeszcze syntez skute-
cznie zmultiplikowaé, tak by byto mozna rownoczesnie syntezowac wiele pep-
tydéw. | dopiero dwadziescia lat pozniej umozliwita to metoda ,,torebek her-
bacianych” R. A. Houghtena [3]. Jego pomyst uderza swojg prostotg. Ziarna
polimeru, bedgcego statym nosnikiem narastajgcego peptydu, dzieli sie na por-
cje 50-100-miligramowe. Kazdg porcje umieszcza sie w oddzielnej perforowa-
nej torebce z polipropylenu, o wymiarach 15x 20 mm. Rozmiary otworkow
w $ciankach torebek musza oczywiscie by¢ mniejsze od rozmiaréw ziaren nos-
nika. Dysponujac oddzielnymi naczyniami zawierajgcymi roztwory aktywowa-
nych pochodnych N-blokowanych aminokwaséw, mozna te torebki w dowol-
ny sposob kombinowaé ze sobg, prowadzac réwnoczesng synteze znacznej
liczby peptyddw, réznigcych sie sekwencja, a nawet rozmiarami fancucha. Ta-
kie etapy syntezy, jak zdjecie oston i przygotowanie narastajgcych peptydow
do nastepnego jej etapu, mozna przy tym prowadzi¢ dla wszystkich torebek
facznie, zbierajgc je razem. Autor pomystu pokazat, ze w opisany sposéb moz-
na np. rébwnoczesnie zsyntezowa¢ 248 13-peptydéw, homologéw fragmentu
98-110 hemoaglutyniny grypy. Cata synteza zajeta badaczowi mniej niz 4 tygo-
dnie, a ilosci produktow w poszczeg6lnych torebkach siegnety 10-20 mg. Cata
ta praca byta nakierowana na jasno okreslony cel. Chodzito o zbadanie, jak
wymiana wiasciwych wymienionemu fragmentowi hemoaglutyniny aminokwa-
sOw na inne reszty aminokwasowe wptynie na wigzanie sie uzyskanych pep-
tydéw ze specyficznym przeciwciatem biatkowym, reagujacym z tym fragmen-
tem. Houghten pokazat wiec, wjaki sposéb mozna szybko otrzymac biblioteke
peptydéw o kontrolowanych sekwencjach aminokwasowych. Bo prowadzac
synteze dobrze przeciez wiemy, jakie reszty aminokwasowe wpro-
wadzamy do poszczegdlnych pozycji kazdego z réwnoczes$nie syntezowa-
nych peptyddow.

Pdzniejsze modyfikacje tego podejscia polegaty na propozycjach automa-
tyzacji operacji i miniaturyzacji catego procesu. Czeski chemik, M. Lebl, za-
proponowat, aby jako podtoza uzy¢ wsteg bawetnianych. C-koricowy amino-
kwas jest w tym podejSciu estrowo wigzany z celuloza. Wstege, wedtug zadane-
go programu, przewija sie przez szereg naczyn zawierajacych aktywowane ami-
nokwasy i odczynniki odblokowujgce grupy funkcyjne oraz rozpuszczalniki
potrzebne do przemywania taSmy na poszczegdlnych etapach syntezy. Podtoze
celulozowe umozliwito w nastepstwie miniaturyzacje procesu. Na arkuszu bi-
buty o rozmiarach 55 x 105 mm lokuje si¢ obok siebie 50 réwnolegtych syntez
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peptydowych. Zautomatyzowane baterie pipet laboratoryjnych pozwalajg pre-
cyzyjnie nakrapla¢ na poszczegodlne pola potrzebne do realizaq'i kolejnych eta-
péw syntezy odczynniki.

Jeszcze wieksze mozliwo$ci miniaturyzacji syntezy stworzyto podtoze ami-
noalkilowanego szkia [4]. Zwigzane z tym poditozem C-terminalne aminokwa-
sy chronione sg ostonami fotolabilnymi. Napromieniowanie uktadu (przy uzy-
ciu odpowiednich szablonéw) odstania grupy aminowe narastajgcego tancucha
peptydowego przed kolejnymi etapami syntezy. Przy uzyciu tej metody
(light-directed, spatially addressable) mozna na polu o powierzchni 1 cm2 zmie$-
ci¢ 10 tysiecy rownolegle biegnacych syntez peptydowych. Syntezy sg tu w pel-
ni kontrolowane pod wzgledem sekwencyjnym; prowadzacy je chemik wie,
jaki peptyd jest syntezowany w konkretnym wycinku pola operacyjnego. Oczy-
wiscie nie ma przy tym mowy o izolacji produktéw. Technika taka moze jed-
nak by¢ uzyta np. do badania epitopow (fragmentéw immunogennych) biatek.
tancuch polipeptydowy badanego biatka mozna podzieli¢ na szereg krétkich
fragmentéw o okreslonej sekwencji aminokwasowej. Wszystkie te fragmenty
mozna zsyntezowaé w opisany sposéb, a nastepnie mozna zobaczy¢, z jakimi
(osadzonymi na podtozu) peptydami wigza sie specyficzne dla badanego biatka
przeciwciata. Jesli dysponujemy przeciwciatami tak zmodyfikowanymi chemi-
cznie, aby dawaty widzialng fluorescencje, bez trudu zidentyfikujemy epitopy
peptydowe, uwidaczniajace sie wsrod wszystkich innych, ulokowanych obok
siebie na uzytym do syntezy podiozu, peptyddéw. W tak zmultyplikowanej syn-
tezie chemik rezygnuje z izolacji, oczyszczenia i analitycznej kontroli produk-
tow. Sekwencje okreslonego i osadzonego w danym wycinku pola operacyj-
nego peptydu dobrze jednak zna. Okresla jg historia syntezy, kolejnos¢ wpro-
wadzania odczynnikow, czy lepiej — reagentow.

Te wydarzenia przygotowaty grunt dla kolejnego kroku. Jego autorem byt
wegierski chemik, Arpad Furka. Zaproponowat on, by w ogdle zrezygnowac
z kontroli sekwencji syntezowanych peptydow. Jego metoda to metoda
porcjonowania-mieszania. Powiedzmy, ze chcemy zsyntezowaé biblioteke
wszystkich mozliwych tréjpeptydéw, zbudowanych z leucyny (L), alaniny (A
i glicyny (G). Bedzie to nieduza biblioteka, wszystkiego 27 zwigzkéw. Kazdy
z wymienionych aminokwaséw oddzielnie osadzamy na podtozu polimero-
wym. Otrzymane ukfady wyjsciowe to A — P, L —PiG — P (P —noénik
staly). Mieszamy je ze sobg dokiadnie i po odblokowaniu N-kofncowych grup
aminowych dzielimy na trzy réwne porcje. Pierwszg porcje tgczymy z leucyna.
Powstanie wtedy mieszanina produktow: L-A — P, L-L — P i L-G —P.
Druga porcja postuzy nam do reakcji z alaning. Powstang wtedy produkty:
A-A —P, A-L —P i A-G —P. Z trzeciej porcji otrzymamy odpowiednio G-G
— P, G-A — P oraz G-L — P. Teraz ponownie mieszamy wszystkie trzy
porcje, odblokowujemy N-koncowe grupy aminowe wszystkich peptydow i ca-
tos¢ dzielimy zndw na trzy porcje, by kazda poddac reakcji sprzegania — pierw-
szg z alaning, druga z leucyng i trzecig z glicyna. W wyniku tej operacji
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powstanie 27 trojpeptydow. Oczywiscie, nie wiemy, na jakich ziarenkach poli-
meru-nos$nika znajduje sie konkretny peptyd. Wiemy tylko, ze kazde pojedyn-
cze ziarenko polimeru niesie na sobie tylko jeden rodzaj tréjpeptydu. W kaz-
dym razie, w kolejnych cyklach syntezy, tzn. przedtuzajac syntezowane fan-
cuchy peptydowe, mozemy szybko namnazacé liczbe uzyskanych peptydéw. Na
etapie pentapeptydu, tj. przeprowadzajac pie¢ kolejnych cykli syntezy, bedzie-
my juz dysponowali 243 peptydami, zbudowanymi z alaniny, glicyny i leucyny
w réznych proporcjach. Metoda porcjonowania-mieszania umozliwia rzeczy
zgota niezwykle. Gdybysmy chcieli (uzywajac wylgcznie aminokwaséw bial-
kowych) przeprowadzi¢ synteze wszystkich mozliwych heksapeptydow, musie-
libysmy wykonaé 384 miliony pojedynczych operacji. Metoda porcjonowa-
nia-mieszania ogranicza te liczbe do zaledwie 120, co miesci sie jeszcze do$¢
fatwo w mozliwosciach syntetyka.

Metoda Furki pozwala bardzo szybko wyprodukowac obszerne biblioteki
peptydowe. Wymieniony juz Houghten otrzymat np. biblioteki wolnych (tj.
zdjetych z nosnika) heksapeptyddéw, zawierajgce ponad 50 milionéw indywidu-
alnych zwiagzkoéw [5]. Liczba ta jest kilkakrotnie wyzsza od liczby wszystkich
otrzymanych dotychczas indywidualnych i opisanych w piSmiennictwie chemi-
cznym zwigzkéw organicznych.

Na pomyst metody porcjonowania-mieszania wpadt Furka w 1988 roku.
Pomyst ten zaprezentowat na dwdch duzych kongresach naukowych [6], a nie-
dtugo potem w postaci rozwinietej publikacji [7]. Trudno opisaé, jaki Scisk pow-
stat na polu odkrytym przez Furke — na polu niesterowanej syntezy bibliotek
peptydowych. Na 22. Europejskim Sympozjum Peptydowym w Interlaken, w ro-
ku 1992, przedstawiono juz caty szereg referatéw plenarnych na ten wiasnie temat.

Na sympozjum tym poznatem Furke. W pewnym momencie uroczystego
bankietu, konczacego sympozjum (odbywato sie to w ogromnej hali, ktora
mogta zmiesci¢ blisko tysigc uczestnikéw spotkania), przysiadiem sie na
moment do stolika, ktéry zajmowata min. para moich niedawnych jeszcze
wspOtpracownikow. Wieloosobowy stot nie miat juz niemal zatogi, wigkszos¢
dokades$ pobiegta. Siedziata tam ta moja para i koto nich ponury, moze 50-letni
osobnik z takg jakby obwisty i obrzeklg twarza. ,,Oni wszyscy — mowit mi
nerwowo — nawet sie nie zajgkna, ze ja to wymyslitem. To jest przeciez moje.
A zaden z nich nawet o tym nie wspomniat’. Dtuzszy czas stuchatem wtedy
wyrzekar zapoznanego odkrywcy. Takiemu przemilczeniu na pewno sprzyjat
zbyt dhugi czas, jaki uptynat miedzy zjazdowymi komunikatami a petng pub-
likacjg Furki. Ale przeciez sytuacja na 26. sympozjum, ktére odbyto sie
w Edynburgu w 1996 roku, byta juz zupeinie inna. Furka byt juz uznany
i doceniony. Moze zresztg i dlatego, ze wystepowat wtedy nie tak jak przedtem,
zramienia Eotvos Lorand University w Budapeszcie, ale Advanced ChemTech
Inc. w Louisville. Jesli kiedys, co jest przeciez mozliwe, przyjdzie komus$ do
glowy odznaczy¢ metode porg'onowania-mieszania Nagrodg Nobla, nie
sposob juz bedzie pominaé Arpada Furki.
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W dotychczasowych rozwazaniach nie powiedzieliSmy nic jeszcze o rze-
czy chyba najwazniejszej. O tym, jak znaleZ¢ igte w stogu siana, czyli odszukaé
potrzebny nam peptyd wsrdd tysiecy innych, stanowigcych razem biblioteke
peptydowa. Do tego celu stuzg w najwyzszym stopniu selektywne oddziatywa-
nia, jakie istniejg w uktadach bipolimeréw, nieomylnie rozpoznajacych wdas-
ciwe bioligandy. Wiasciwy receptor biatkowy zwigze sie z powierzchnig tylko
tego ziarenka uzytego do syntezy biblioteki nosnika, na ktorym osadzony jest
wiasciwy peptydowy bioligand. Jesli takie testujgce biblioteke biatko zaopa-
trzymy w znacznik fluoryzujacy, bez trudu odnajdziemy wsrod tysiecy innych
ziarenek nosnika te niosgce na sobie potrzebny nam peptyd. Mozemy te ziare-
nka odseparowac od pozostatych. Mozemy nastepnie, po zdjeciu peptydu z no-
$nika, okresli¢ jego sekwencje. Wspotczesne metody, a zwiaszcza nadzwyczaj
czute techniki spektrometrii mas, umozliwiajg juz takie dzialania.

Mozna zreszta dziata¢ w odwrotny sposob. Przygotowaé biblioteke wol-
nych, tzn. zdjetych z nosnika, peptyddéw i roztwdr takiej mieszaniny przepusz-
czac przez kolumne zawierajgcg immobilizowany biatkowy receptor, selektyw-
nie wigzacy wiasciwy ligand peptydowy. Taki uktad ,,przeczyta” nam w mgnie-
niu oka catg nasza biblioteke i wybierze z niej wiasciwg inskrypcje.

Biblioteki peptydowe pozwalajg nam wiec bardzo szybko zidentyfikowaé
epitopy biatek antygenowych czy tez wskazac, jakie peptydy majg zdolnosé
faczenia sie z okreslonymi receptorami komorek zywych i bton cytoplazmaty-
cznych. | to jest ta najbardziej istotna zaleta ,filozofii” chemii kombinato-
rycznej.

Na pierwszy rzut oka chemia kombinatoryczna pozostawia niewiele miejs-
ca dla intelektualnego wysitku badacza. Ale takie wrazenie, to tylko pierwsze
wrazenie. Biblioteki zwigzkdw chemicznych, takie jak biblioteki peptyddw, ni-
gdy nie sg kompletne. Nie zawierajg one wszystkich mozliwych potgczer danej
grupy. Chemik juz na wstepie dokonuje wyboru. Okresla, jaka biblioteka be-
dzie mu potrzebna do rozwigzania konkretnego problemu, nad ktérym pracu-
je. Wybdr moze by¢ trafny, ale moze tez by¢ bledny. Chemia kombinatoryczna
pozostawia wiec pole dla bledu, nieodtgcznej cechy kazdej pracy badawczej.
Chemia kombinatoryczna wymaga zatem od swoich adeptdw zmiany sposobu
myslenia, ale nie zwalnia ich od mys$lenia w ogodle.

Wiele ciekawych przyktadow umiejetnego zastosowania bibliotek pepty-
dowych do rozwigzywania konkretnych probleméw badawczych dostarczyty
prace zespotu R. A. Houghtena. Przytocze tylko jeden. Od dos¢ juz dawna
znane sg peptydy o dziataniu morfinopodobnym, a wsérdd nich enkefaliny leu-
cynowa i metioninowa o sekwencjach: Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu i Tyr-Gly-Gly-
-Phe-Met. Zamiarem Houghtena byto zoptymalizowanie sekwencji peptydu
faczacego sie z receptorem ,,mi” bton komorkowych mézgu. W tym celu homo-
genaty mézgu szczura byly traktowane specyficznym ligandem receptorow
,.mi”, peptydem o sekweng'i [3H]-[D-Ala2,MePhe4,Gly-ol5-enkefaling, a na-
stepnie szeregiem roztworow bibliotek peptydowych. Kontrolowano, jak
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poszczegdlne biblioteki wptywajg na proces oddziatywania wskazanego uprze-
dnio Uganda z receptorami. Poczatkowo ustalono, ze najsilniej hamujg wigza-
nie tego liganda z receptorami biatkowymi biblioteki typu Tyr-Gly-Xxx-Xxx-
-Xxx, gdzie w miejscach Xxx byt dowolny z 19 (poza cysteing) aminokwasow
biatkowych. Zostawiajgc fragment Tyr-Gly w pentapeptydzie jako element sta-
ty, sporzadzano dalsze biblioteki ze zdefiniowanym aminokwasem w pozycji
trzeciej. Najaktywniejsze byly teraz biblioteki o sekwencjach Tyr-Gly-Gly-Xxx-
-Xxx. Teraz nalezato wiec okreslic optymalng sekwencje dla pozycji czwartej
w peptydzie i sporzadzi¢ biblioteki, w ktoérych pozycja ta bylaby zdefiniowana,
a tylko pigta obsadzona chaotycznie.

Mozna powiedzieé: ,,no i ¢4z to za wyczyn, wyrazZnie tu dagzymy do stwier-
dzenia, ze optymalnym ligandem receptora jest naturalna enkefalina”. Ale po
drodze zdarzajg sie przeciez niespodzianki. Dokonujgc przegladu kilku setek
bibliotek wolnych peptyddéw, Houghten znalazt nowa grupe antagonistow en-
kefalin o sekwencji: Ac-Arg-Phe-Met-Trp-Met-Xxx-NH2. Zadne dotychczas
zaprezentowane w pismiennictwie chemicznym wyniki nie mogly podpowie-
dzie¢, ze warto pracowaé w takim wiasnie kierunku. Nowag grupe antagonistow
enkefalin nazwano acetalinami [§].

Przyktad ten pokazuje, ze i w chemii kombinatorycznej mozna liczy¢ na
szcze$liwy traf, na zaskakujaca niespodzianke. Ze jest ona réwniez polem nie-
odtgcznego od dziatalnosci badawczej hazardu poznawczego.

Trzeba tu powiedziec€, ze Przyroda juz bez poréwnania dawniej niz chemicy
wymyslita biblioteki zwigzkéw organicznych. Liczne np. antybiotyki peptydowe
produkowane sg w organizmach zywych w postaci naboréw strukturalnie do
siebie podobnych, a przeciez nie identycznych zwigzkdéw. Jako przyktady mozna
wymieni¢ lantiobiotyki bakteryjne, czy tez zwiazki peptaibolowe. | w koricu —
czyz nie ogromng bibiotekg biatek sg przeciwciata, zbudowane wedle jedno-
litego planu i réznigce sie budowa obszarow wigzania antygenéw?

W moich czasach studenckich synteza nowych, indywidualnych potaczen
chemicznych byta bodaj najwazniejszym celem pracy organika. Pamietam, jak
do naszej pracowni magisterskiej trafit Koreanczyk, chtopak, ktéremu wojna,
w ktorej zresztg musiat wzig¢ czynny udzial, przerwata studia. Teraz doganiat
stracony czas i pracowat nad swojg rozprawg doktorskg. Egzaminowat mnie
z moich dokonan, pytajac dociekliwie tamang ruszczyzng: ,,Skolki nowyja soje-
dinienija sdietat?” Uwazat —i w tym przekonaniu nie byt osamotniony —ze
naszym powotaniem jest synteza nowych zwiazkéw. No, ale wtedy znano tylko
2-3 miliony zwigzkéw organicznych. Dlatego nie moze dziwi¢, ze w recenzjach
rozpraw doktorskich tamtych lat padaty czesto takie sformutowania: ,,dok-
torant potrafit otrzymaé 30 (40, 50) nowych zwigzkdéw chemicznych”. | byt to
powdd do dumy i chwaly doktoranta. Dzi$ unikamy takich sformutowan, aby
doktorantowi nie psu¢ dobrej opinii. Dzi§ wiemy, ze wyscig o liczbe nowych
zwigzkoéw jest z samego zatozenia przegrany. Chyba ze postuzymy sie tech-
nikami chemii kombinatorycznej.

11 - Wiadomosci Chemiczne 3-4/98
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DOKTORAT HONORIS CAUSA
RUMUNSKIEGO UNIWERSYTETU
DLA POLSKIEGO NAUKOWCA

Profesor Zbigniew Jedlinski — wybitny polski uczony, wyktadowca Poli-
techniki Gdanskiej, Politechniki Slaskiej, Uniwersytetu Jagielloriskiego, a takze
uniwersytetow amerykanskich i niemieckich, pracujacy obecnie w Centrum
Chemii Polimeréw Polskiej Akademii Nauk w Zabrzu, otrzymat doktorat ho-
noris causa Uniwersytetu Technicznego w Jassach — Rumunia. Najwyzsza
godno$¢ akademicka przyznat Z. Jedlinskiemu Senat tej utworzonej w roku
1912, jednej z najstarszych wyzszych uczelni technicznych w Europie, w uzna-
niu jego wybitnych osiggnie¢ naukowych w dziedzinie chemii.

Dotychczas doktoraty honoris causa tego uniwersytetu otrzymato tylko
niewielu stawnych chemikdw, jak profesorowie H. Mark, O. Vogel, R. West ze
Stanéw Zjednoczonych, profesor H. A. Schneider z Niemiec i profesor
J. Schurz z Austrii.

Uroczystosci zwigzane z wreczeniem dyplomu doktora honoris causa od-
byly sie na og6lnym zebraniu Senatu, profesoréw, zaproszonych gosci i mto-
dziezy akademickiej 7 kwietnia br.

Jest to juz drugie w ostatnich latach prestizowe wyrdznienie zagraniczne
dla Profesora Jedlinskiego, ktéry w roku 1996 jako jedyny Polak zostat laurea-
tem nagrody im. Hermana F. Marka, przyznawanej przez Miedzynarodowy
Komitet tej nagrody w Wiedniu.

*

Do najbardziej znaczacych osiggnie¢ Profesora Jedlinskiego nalezy wykrycie
kilku nowych reakcji chemicznych, ktore weszly jako oryginalne odkrycia do
literatury Swiatowej i zostaly odnotowane zaréwno w monografiach, jak
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i encyklopediach miedzynarodowych. Sg to np. nowe metody generowania
karbanionéw, nowe reakcje transformacji zwigzkow oksiranowych w laktony
oraz rozerwania wigzan C—C w laktonach, odkrycie nowych katalizatoréw -
typu metalicznych komplekséw supramolekulamych, zastosowanych w synte-
zie polimeréw biokompatybilnych. Odkrycia te rozstawity polskg nauke na
Swiecie, a nazwisko Profesora Jedlifskiego pojawito sie w licznych monogra-
fiach oraz encyklopediach zagranicznych.

W ostatnich latach twdrczo rozwingt nowoczesng gataz chemii — chemie
supramolekularng kompleksow metali alkalicznych (litowcow) oraz zjawisk
przeniesienia elektrondw w uktadach reakcyjnych z udziatem tych komplek-
sow, ktora to dziedzina okazata sie niestychanie interesujaca i pozyteczna z pu-
nktu widzenia aspektow teoretycznych i zastosowan praktycznych.

Profesor Jedlinski opublikowat okoto 300 prac, m.in. w takich czasopis-
mach, jak: ,,Journal of American Chemical Society”, Journal of Physical Che-
mistry”, ,,Journal of Organie Chemistry”, ,,Macromolecules”, ,Synlett”, ,,Pure
and Applied Chemistry”, ,Tetrahedron”, ,Journal of Chemical Society -
Chemical Communications” oraz ,,Accounts of Chemical Research”.

Krystyna Brandt
Rzecznik prasowy
Centrum Chemii Polimeréw PAN
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W. Ufnalski, Obliczenia fizykochemiczne na Twoim PC, WNT Warszawa 1997

Jest to podrecznik do obliczeh z zakresu termodynamiki chemicznej uzupetniony o programy
komputerowe utatwiajgce obliczenia, wraz z konieczng bazg danych.

Ksigzka sktada sie z pieciu rozdziatow:

1. Elementarne zastosowanie zasad termodynamiki: Jednostki i pojecia podstawowe. Tem-
peratura, energia i ciepto. Przemiany gazu doskonatego i faz skondensowanych. Druga zasada
termodynamiki i maszyny cieplne.

2. Przemiany fizyczne substancji czystych i mieszanin: Efekty cieplne przemian fizycznych.
Obliczenia funkcji termodynamicznych na podstawie danych kalorymetrycznych. Obliczenia funk-
cji termodynamicznych gazow i ciat statych metodami statystycznymi. Bilanse cieplne z przemiana-
mi fizycznymi, elementy kalorymetrii.

3. Elementy metod numerycznych.

4. Dodatki (state fizyczne i relacje miedzy nimi, funkcje Debye’a i Einsteina).

5. PiSmiennictwo i zrddta danych fizykochemicznych.

Materiat przekracza podstawowy zakres termodynamiki chemicznej o zagadnienia z termo-
dynamiki technicznej. Podrecznik zawiera zadania z rozwigzaniami o réznym stopniu trudnosci
oraz zadania do rozwiazania na podstawie podanych wskazdéwek.

Programy komputerowe wraz z bazg danych ufatwiaja wykonanie obliczen:

DTMS — program obstugi bazy danych.

DEBYE — prezentuje dane termochemiczne i molekularne substancji czystych i wspomaga
obliczenia funkcji termodynamicznych oraz bilanséw cieplnych.

INFO — do czytania dokumentacji programow.

Podrecznik opracowany jest bardzo starannie i wyczerpujaco. Zagadnienia przedstawione sg
jasno. Sposob rozwigzania danego programu podany jest przejrzyscie z uwzglednieniem etapdw
przejsciowych. Uwazam, ze jest bardzo pomocny do poznania i zrozumienia termodynamiki che-
micznej. ROwniez pomocny jest zbior literatury dotyczacy istniejacych podrecznikéw i Zrodet
danych fizykochemicznych.

Uwagi dyskusyjne:

1 Tytut jest zbyt og6lny, chyba ze jest zapowiedzig dalszych czesci.

2. Moim zdaniem rozdziat ,,Elementy metod numerycznych” nie jest konieczny, dotyczy
oddzielnego przedmiotu wyktadu.

3. Programy bytyby jeszcze bardziej uzyteczne, gdyby napisano je jako aplikacje Windows,
co ufatwitoby edycje. Postugiwanie sie nowym programem wymaga Czasu nha jego opanowanie.
Rownie skutecznie mozna by dokonywac obliczen i prezentowa¢ wyniki korzystajac np. z Excela,
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ogolnie znanego i dostepnego, gdyby udostepni¢ baze danych pod Windows oraz wskazowki
w postaci makroinstrukcji.
4. Czy zabezpieczenia programu sg konieczne? Utrudniajg korzystanie z programow.

W sumie uwazam prezentowany podrecznik za najlepszy z dostepnych na rynku z zakresu
obliczen z termodynamiki chemicznej.

Kazimierz Gatner

Zbigniew Szydto, Woda, ktora nie moczy ragk. Alchemia Michata Sedziwoja. Z angielskiego przeto-
zyt Roman Mierzecki, WNT, Warszawa 1997, 300 s. oktadka kartonowa, cena 26 zt

Autor ksigzki, Zbigniew Szydto, nauczyciel chemii i historyk nauki pracujacy w Anglii,
urodzit sie tam w rodzinie polskich emigrantéw. Takie koleje zycia pozwolity mu z rowna fatwos-
cig korzysta¢ z dorobku zaréwno polskich, jak i angielskich badaczy wczesnych okresdw historii
nauk chemicznych. Budzace uznanie petne wykorzystanie tego dorobku, pomnozone o dociekliwe
wiasne studia Autora, daty w wyniku ksigzke wielce ciekawa. Ksigzka poswiecona jest postaci
najwiekszego bodaj, a w kazdym razie najbardziej przez wspotczesnych mu znanego i cenionego
polskiego alchemika, Michata Sedziwoja. Losy zycia i oméwienie tresci dziet Sedziwoja zostaty
jednak w ksigzce zarysowane na szerokim tle dokonan jego poprzednikow i nastepcow, wyraziscie
odzwierciedlajgc miejsce Sedziwoja w tradycji wiekowych prac alchemikéw europejskich.

Alchemia i tradycje alchemiczne byly w XIX w. wyraznie neglizowane. Uwypuklano raczej
zdecydowang odmiennosc¢ tej ,,starej” chemii od chemii postlavoisierowskiej. Kiedy np. nasz wybit-
ny chemik minionego wieku, Bronistaw Radziszewski, wygtaszat (byto to w roku 1898) wyktad na
otwarciu trzeciej serii kurséw akademickich dla kobiet, to, jak mozemy przeczyta¢ w ,,Kronice
Uniwersytetu Lwowskiego” za ten okres, ,,szczegdlnie zatrzymat sie przy badaniach Sredniowiecz-
nych chemikéw nad wynalezieniem kamienia filozoficznego [...] Wspomniat o kilku gtosniejszych
szarlatanach, a szczeg6lnie zatrzymat sie przy Michale Sedziwoju [...] Dziwit sie, dlaczego wiasnie
tego szarlatana Matejko wzigt do swego obrazu, jako reprezentanta nauki”.

Dzisiaj usitujemy raczej z zagmatwanych tresciowo i napisanych zawitym, symbolicznym
jezykiem ksiagg alchemicznych wydoby¢ te elementy wartosciowe, kt6re wjakiej$ mierze odziatywa-
ty na pdzniejszy rozwdj chemii. Takiemu wiasnie spojrzeniu na tworczos¢ Sedziwoja sprzyjaty
w naszym kraju wieloletnie badania Romana Bugaja. Bugaj zwr6cit szczeg6lng uwage na ,teorie
nitry” Sedziwoja, w ktorej dopatrzyt sie przeczucia roli tlenu w procesach zyciowych i chemicz-
nych. Wysunat tez Bugaj przypuszczenie, ze p6zniejsze na ten temat domysty Johna Mayowa
(1641-1679) pozostawaty pod wptywem pism Sedziwoja. Prezentowane w recenzowanej ksigzce
wyniki badafn Szydty w petni potwierdzajg ten domyst Bugaja.

Jeden z rozdziatdw swojej ksigzki Szydto poswieca omoOwieniu opinii dzisiejszych historykéw
nauki o naszym alchemiku. Wskazuje, ze o zaleznosci Mayowa (a takze Hooke’a) od Sedziwoja
pisali m.in. H. Guerlac (1953), A. G. Debus (1964) i R. Frank Jr (1980), wykazujac, ze sprawa ta
stata sie przedmiotem powaznej, miedzynarodowej dyskusji naukowej.

Waznym wynikiem osobistych poszukiwan Szydly jest tez pomnozenie listy publikacji Sedzi-
woja. Wczesniej Bugaj ustalit liste szeSciu tytutébw dziet naszego alchemika. Szydto rozszerzyt ja
o cztery dalsze. Zestawit tez listy wydan tych dziet. Byto ich niemato i to w réznych europejskich
jezykach. Istnienie tych wydan starat sie Szydto sprawdzi¢ osobiscie. O wiekszosci pisze, ze miatje
w reku. Wsrdd tych nowych, przypisanych Sedziwojowi tytutdw szczegdlng uwage zwracajg Statu-
ty nieznanychfilozoféw (Statuts des Philosophes Inconnus). Rzucajg one nieoczekiwane $wiatto na
przypuszczalng role Sedziwoja we wczesnym okresie historii miedzynarodowego bractwa rézo-
krzyzowcow. Potwierdzatoby to, zdaniem Szydly, przypuszczenie R. Prinksa, ze to Sedziwdj byt
wzorem dla legendarnej postaci Christiana Rosenkreutza, domniemanego zatozyciela bractwa.
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Jak juz powiedziatem, Szydto omawia dokonania Sedziwoja na tle historii dokonar alchemi-
kow europejskich w ogole. Swoje tezy obficie ilustruje wyborem tekstow oryginalnych dziet Sedzi-
woja. Stara sie dociec realnych znaczer chemicznych tych tekstow i znaczenia te wyrazi¢ w postaci
wspobtczesnych réwnan reakcji chemicznych. W tych pozytecznych interpretacjach zdarzajg sie
niekiedy zbytnie jednak uproszczenia. | tak np. przedstawiona na s. 191 interpretacja procesu
kwasnienia wina catkowicie ignoruje role mikroorganizméw w tym par excellence biotechnologicz-
nym procesie. W réwnaniu za$ reakcji termicznego rozktadu azotynu potasu (s. 175) winien figuro-
wac tlenek potasu, a nie potas metaliczny.

Ksigzke na jezyk polski przettumaczyt Roman Mierzecki. Byto to trudne zadanie. W tekscie
oryginatu wspotczesna angielszczyzna jest przepleciona starymi tekstami i cytatami z dziet al-
chemikdw, petnych przeciez zagadek, réwniez jezykowych. Z tego zadania ttumacz wywigzat sie
bardzo dobrze. Ksigzke czyta sie gtadko, jezyk jest gietki i wyrazisty. Moze tylko na s. 92 uzytbym
zwrotu ,,ziemna btyskawica”, zamiast ,,ziemska btyskawica”. Lepiej by to, by¢ moze, oddawato
upatrywany przez alchemikéw zwigzek soli (a wiec i saletry, ktora jest ta ,,btyskawicg”) z arys-
totelesowskim pierwiastkiem ,,ziemi”.

Redakcyjna strona ksigzki stoi na dobrym poziomie. Jako$¢ papieru, druku, ilustracji itp. jest
dobra. Maty biad zauwazytem tylko w dacie $mierci Jana Zamoyskiego, podanej na s. 47.

Ksigzke wydaty Wydawnictwa Naukowo-Techniczne. Jest to kolejny juz dowod dbatosci
Wydawnictwa o upowszechnienie historii nauk chemicznych, dbatosci rzadkiej przeciez w naszych
czasach. Nie tak przeciez dawno to samo Wydawnictwo wydato tom Z dziejow chemii i alchemii
Whodzimierza Hubickiego (1991), a nieco wczesniej ksigzke R. Sotoniewicza Rozw6j podstawowych
poje¢ chemicznych (1986).

Ignacy Z. Siemion



REGULAMIN DLA AUTOROW

»Wiadomosci Chemiczne” publikuja artykuty referatowe, nie oryginalne prace do$wiadczal-
ne, dotyczace wszystkich dziedzin chemii i nie drukowane przedtem w innych czasopismach. Ar-
tykuty wydrukowane w ,,Wiadomos$ciach Chemicznych” nie moga by¢ bez zgody Redakcji druko-
wane w innych czasopismach. Tres¢ artykutdw powinna odpowiada¢ stanowi wiedzy w chwili
pisania artykutu. PiSmiennictwo cytowane powinno uwzglednia¢ najnowsze prace krajowe i za-
graniczne z dziedziny, ktorej dotyczy artykut.

Maszynopisy (wydruki komputerowe) nalezy nadsyta¢ do Redakcji w dwéch egzemplarzach:
oryginat i kopia lub kserokopia pisana jednostronnie, z zachowaniem podwadjnej interlinii i mar-
ginesu szerokosci 5 cm z lewej strony; pierwszy wiersz akapitu nalezy zaznaczy¢ wcieciem na
5 uderzen w klawisz.

Pod tytutem polskim nalezy umiesci¢ tytut w jezyku angielskim, adres autora oraz obszerne
streszczenie w jezyku angielskim (do 2 stron maszynopisu z cytowaniem pismiennictwa i odsylacza-
mi do tabel i rysunkéw w tekcie).

Artykuty nalezy opracowywac zwiezle i nie zamieszczac szczegotow, odsytajagc czytelnika do
pismiennictwa oryginalnego. Maszynopis nie powinien przekracza¢ 25 stron wraz z tabelami i wyka-
zem pismiennictwa lub 100 stron, jesli jest monografig przeznaczong do druku w ,Bibliotece
Wiadomosci Chemicznych”. W wypadku prac wykonywanych za pomoca komputera, prosze
zwréci¢ szczegdlng uwage na jako$¢ wydruku i czytelno$¢ wzorow. Jesli nie bedag wyrazne, to
artykut nie bedzie przyjety do Wydawnictwa. Redakcja prosi —jezeli to mozliwe — o dotaczenie
dyskietki z tekstem pracy wraz z informacjg o uzywanym edytorze (ijego wersji). Redakcja zapew-
nia zwrot dyskietki.

Rysunki (moga by¢ kolorowe) nalezy nadsyta¢ w dwaéch egzemplarzach (oryginaty i kopie lub
kserokopie). Oryginaty rysunkow muszg miec takg forme graficzna, by nadawaty sie do reproduk-
cji. Na odwrotnej stronie nalezy podaé¢ otowkiem nazwisko autora i numer rysunku i ten sam
numer zaznaczy¢ w odpowiednim miejscu maszynopisu. Na osobnym arkuszu dotgczy¢ podpisy
pod rysunkami. Wzory chemiczne i schematy reakcji chemicznych, ktérych nie mozna w prosty
sposéb napisa¢ na maszynie, powinny by¢ wpisane recznie, w odpowiednich miejscach tekstu.
Niezaleznie od tego do pracy nalezy dotaczy¢ jeden komplet wzoréw i schematéw narysowanych
oddzielnie w formie nadajacej sie do reprodukcji.

Tabele nalezy ponumerowac cyframi arabskimi oraz podac ich tytut.

Pismiennictwo zestawia sie w kolejnosci cytowania w tekscie: powinno ono zawiera¢ kolejno
inicjaty imion i nazwisko, skrot tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wydania,
tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy. Wykaz skr6tow wazniejszych czaso-
pism chemicznych jest podany w ,,Wiadomosciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jedli czes¢ pis-
miennictwa zebrana jest w monografiach lub innych wydawnictwach, nie nalezy podawac szczEgs-
towo wykazu tego piSmiennictwa, lecz cytowa¢ odno$ne wydawnictwo.

O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Maszynopisy nie odpowiadajace
podanym warunkom nie bedg przez Komitet rozpatrywane Artykuty nie zakwalifikowane do druku
Redakcja zwraca, zachowujac kopie maszynopisu. Autorzy przeprowadzajg jedynie korekte tekstu.
Po zakwalifikowaniu pracy do druku nie bedg uwzgledniane zadne poprawki rysunkéw.

Honoraria za wydrukowane prace sa wyptacane wytacznie tym Autorom, ktérych artykuty zo-
staty zamowione przez Redakcje. Autorzy wydrukowanych prac otrzymuja bezptatnie 20 nadbitek
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Redakcja miesiecznika PTCh ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysoko$¢ prenumeraty rocznej ,,Wiadomosci Chemicznych” za 1998 r. ustalili-
Smy na 48 zt dla instytucji i nie zrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych
oraz 24 zt dla bibliotek szko6t srednich i podstawowych. Nalezno$é za prenume-
rate prosimy przekazywac¢ na konto:

Bank Przemystowo-Handlowy S.A.
| Oddziat we Wroctawiu
pl. Powstaricow Sl. 9, 53-316 Wroctaw
Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych”
Nr 10601679-060280-27000-520101

Prenumerata ,,Wiadomos$ci Chemicznych” dla cztonkéw PTCh, potgczona
z optatg sktadek cztonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sie nastepu-
jaco:

— prenumerata ,,Wiadomosci Chemicznych” na rok 1998 wraz ze skiad-
ka cztonkowska, w ramach ktérej dostarczany jest ,,Orbital”, wynosi 37 z
(sktadka — 30 zt, prenumerata — 7 zb);

— emeryci oraz nauczyciele szkot Srednich i podstawowych placg 22 zt
(sktadka — 15 z}, prenumerata — 7 zb);

— dla studentow, cztonkéw PTCh, sktadka wraz z prenumeratg ,,Wiado-
mosci Chemicznych” wynosi 15 zt (sktadka — 8 zi, prenumerata — 7 ).

Cztonkowie PTCh, ktdrzy zechca zaprenumerowac ,Wiadomosci Chemi-
czne” na podanych tu warunkach, proszeni sg 0 wnoszenie optat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
BG IV O/Warszawa, Nr 10401019-6594-132

Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”
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