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Stowo wstepne

Praca przedstawia wybdr zagadnien zwiazanych z wykorzystaniem narzedzi
informatycznych w chemii, kolokwialnie okreslanych jako e-chemia. Przez analogi¢
do terminéw, w ktorych litera ‘€’ podkresla wkiad rozwiazan elektronicznych, stowem
‘e-chemia’ definiuje si¢ szeroki zbidr zagadnien okreslanych potocznie jako ,.elektroniczna
chemia”. Termin ,,E-chemistry” zostat oficjalnie po raz pierwszy uzyty w 2008 roku jako
nazwa projektu wspieranego przez firme¢ Microsoft. Zalozeniem inicjatywy, opiewajacej
na sume 999 649%, byta integracja sieci spotecznosciowej WEB 2.0 z istniejaca cyber-
infrastruktura, rozwiazaniami takimi jak eScience i eScholarship oraz aplikacjami typowo
chemicznymi, jak Jaguar Quantum Mechanics oraz bazy chemiczne PubChem, CrystalEye,
Pub3D, SPECTRaT, czy PubDock.

W niniejszym opracowaniu skupiono si¢ na trzech najbardziej dynamicznie
rozwijajacych si¢ nurtach e-chemii, przechodzac od zagadnien czysto teoretycznych
(chemii kwantowej) do przyktadéw praktycznych zwiazanych z modelowaniem reakcji
enzymatycznych (inzynieria chemiczna i biotechnologia). W koncowym rozdziale opisano
zagadnienia zwigzane z e-lerningiem i nauczaniem chemii poprzez sie¢ internet. Jako ilu-

stracjg poszczegdlnych zagadnien wykorzystano przyktady pochodzace z publikacji autora.
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1 E-chemia — chemia kwantowa
1.1 Wstep - metody ab initio oraz funkcjonalu gestosci

Jednymi z bardziej zaawansowanych metod obliczeniowych stosowanych w chemii
sq metody ab initio oraz funkcjonatu gestosci DFT (Density Functional Theory)”. Bazujac
na statych fizycznych jak predkos$¢ swiatta, stata Planka oraz masy i tadunki elektronow
oraz nukleonéw pozwala migdzy innymi okresli¢ strukture elektronowa oraz wyznaczy¢
geometri¢ czasteczki przypisang ukladowi o najnizszej energii elektronowej [1].
Na postawie macierzy statych sitowych wyznaczanych podczas obliczen teoretycznych,
mozliwe jest okre$lenie wilasciwosci spektroskopowych zwiazkow takich jak czesto$ci
i intensywnosci poszczegoélnych drgan normalnych oraz wyznaczenie rozktadu energii
potencjalnej (PED) ortogonalnych drgan witasnych.

Wyznaczenie struktury czasteczkowej w wyniku optymalizacji geometrii metodami
chemii teoretycznej sprowadza si¢ do poszukiwania punktu stacjonarnego na
hiperpowierzchni energii potencjalnej o najnizszej wartosci, ktory odpowiada (quasi-)
rownowagowej strukturze czasteczki. Od strony obliczeniowej procedura optymalizacji
geometrii sprowadza si¢ do wielokrotnego wyznaczania pochodnych wzgledem wszystkich
wspotrzednych jadrowych oraz iteracyjnego minimalizowania energii uktadu. Natomiast
wyznaczenie wartoSciami wilasnymi macierzy drugich pochodnych (tzw. hessianu)
pozwala na przewidywanie czgstosci drgan normalnych [2].

Przyktadem metod ab initio sa metody pola samouzgodnionego Hartree-Focka oraz
rachunku zaburzen Mollera-Plesseta. Metoda Hartree-Focka jest metoda wariacyjna
pozwalajaca na przyblizone rozwiazanie rownania Schrodingera W oparciu 0 przyblizenie
jednoelektrodowe. Metoda Hartree-Focka wymaga rozwiazania szeregu ukladow
nieliniowych rownan rézniczkowo-catkowych, dlatego w praktyce stosuje si¢ czesto
przyblizenie algebraiczne SCF LCAO MO (ang. Self-Consistent Field Linear Combination
of Atomic Orbitals — Molecular Orbitals), ktora upraszcza schemat obliczen i jest
potaczeniem metody pola samouzgodnionego z metoda liniowych kombinacji orbitali
atomowych. W przypadku rachunku zaburzen Mgllera-Plesseta, uwzglednia si¢ funkcje

jednowyznacznikowe i wspolczynniki kombinacji liniowej, wyznaczane jako Kkolejne

“ W chemii obliczeniowej stosuje si¢ takze metody potempiryczne oraz metody mechaniki molekularne;j,
ktére za ceng jakosci obliczen, pozwalaja na opisanie wigkszych uktadow atoméw i czasteczek.
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poprawki do rozwigzania w zerowym rzgdzie na podstawie rdéwnan szeregu
perturbacyjnego.

Metody DFT, sa zaliczane do osobnej klasy metod kwantowo-mechanicznych,
gdyz wigkszo$¢ wykorzystywanych w nich funkcjonatow korelacyjno-wymiennych
dobierana jest tak, by najlepiej odtworzy¢ dane eksperymentalne. Metody te uwzgledniaja
korelacje pomigdzy elektronami i przyjmuja, iz wszystkie wtasno$ci uktadu kwantowego
w stanie stacjonarnym sa jednoznacznymi funkcjonatami gestosci elektronowej stanu
podstawowego. Jedna z czesciej stosowanych metod DFT jest przyblizenie hybrydowe
B3LYP [3, 4], ktérego geneza zwiazana jest z takim doborem uwzglednianych
potencjalow, aby uzyskaé najlepsza zgodno$¢ obliczen z eksperymentem. Akronim bedacy
nazwa metody B3LYP (Becke 3-term correlation functional; Lee, Yang, and Parr
exchange functional) wiaze si¢ z uwzglednieniem w wyrazeniu na potencjat korelacyjno
wymienny energii wymiennej Beckego [3] z poprawkami gradientowymi oraz czlonu
korelacyjnego Lee-Younga-Parra [4]. Swoja popularno$¢ metody DFT zawdzigczaja
,ckonomi” obliczen, gdyz na og6t przy kosztach obliczen nieznacznie tylko
przekraczajacych obliczenia wykonywane klasyczna metoda Hartree-Focka, dostarczaja
znacznie dokladniejszych wynikéw obliczen. Warto podkreslic, iz metody DFT
W przeciwienstwie do metod ab initio, moga by¢ z powodzeniem stosowane
do modelowania uktadow o niskiej réznicy pomigdzy orbitalami HOMO i LUMO [2],
co okazato si¢ kluczowym aspektem przy modelowaniu wiasciwosci polimerow

przewodzacych stworzonych na bazie domieszkowanej aniliny [5. 6].

1.2 Anilina i jej pochodne jako modelowe czasteczki w chemii teoretycznej

Anilina wraz z jej halogenopochodnymi jest modelowym uktadem
umozliwiajacymi analiz¢ wptywu rodzaju podstawnikéw na geometri¢ 1 rozklad ggstosci
elektronowej w pierscieniu aromatycznym, okreslenie relacji donor-akceptor gestosci ele-
ktronowej w czasteczce, czy wplywu podstawnika na zmiany w widmie harmocznym [7].

Geometria 1 struktura elektronowa aniliny oraz jej halogenopochodnych sa

wynikiem kompozycji kilku typéw oddziatywan. Grupa aminowa w czasteczce aniliny,

“ Wybér metody B3LYP okazal si¢ takze istotny przy modelowaniu wlasciwosci rodnika kationowego
aniliny. Wartos¢ spinu catkowitego S? dla obliczen metoda otwartopowtokowa UB3LYP wynosita 0,7503 co
znakomicie odpowiadato spodziewanej dla kationu warto$ci 0,7500. Natomiast dla metody
otwartopowlokowej UMP2 warto$¢ S? wynosita 0,8319, co odpowiada 11% zanieczyszczeniu spinowemu
w metodzie MP2 [33].
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zgodnie z dodatnim efektem mezomerycznym, powoduje zwigkszenie ggstosci
elektronowej pozycjach para i orto pierscienia aromatycznego, promujac substytucje
elektrofilowa w tych miejscach. Odmienne konsekwencje wywotuje wprowadzenie atomu
halogenu, ktory poprzez wiazanie ¢ ,,wyciaga” gesto$¢ elektronowa (efekt indukcyjny)
przy jednoczesnym zwigkszeniu gestosci elektronowej m nad ukladem aromatycznym
(efekt rezonansowy). Nie bez znaczenia pozostaje takze oddzialywanie wolnej pary
elektronowej atomu azotu z chmura elektronowa nad pierScieniem aromatycznym, ktore
jest odpowiedzialne za stabilizacje czasteczki [8].

Anilina ma szerokie zastosowanie w przemysle chemicznym’, kosmetycznym,
gumowym, w produkcji srodkéw ochrony ro$lin, pigmentéw, barwnikow oraz materiatow
wybuchowych [9, 10], a takze ciektych krysztatow [11]. Usieciowana forma aniliny —
polianilina (PANI) wykorzystywana jest w procesie wytwarzania kompozytow [12], jako
inhibitor korozji [13], w optyce nieliniowej [14] oraz przy produkcji nanoczasteczek,
paneli stonecznych [15] oraz polimeréw przewodzacych [16]. Szczegdlne zastosowanie
znalazta w przemysle farmaceutycznym: jednym z najstarszych syntetycznych $rodkoéw
przeciwbolowych stosowanych w medycynie od 1887 roku jest pochodna aniliny
fenacetyna [9]. Obecnie fenacetyna zostata zastapiona przez inna pochodna aniliny,
paracetamol, ktory wykazuje dziatanie przeciwbolowe 1 przeciwzapalne. Pochodne
anilinowe aniliny, jak diloksanid stosowane sa jako leki przeciwpierwotniakowe,
a anilidowe pochodne podstawione w pozycjach 2,4,6-pierscienia stosowane sa jako leKi
miejscowo znieczulajace (bupiwakaina, lidokaina, mepiwakaina, prilokaina, tolikaina),
leki antyarytmiczne (eukainid, lorkainid, tokainid) oraz $rodki przeciwswiadowe dziatajace
na pasozyty skory (crotamiton). Bromopochodne aniliny (ambroksol, bromheksyna,
deflegmin, flavamed, mucosolvan) stosowane sa jako leki mukolityczne oraz preparaty
0 dzialaniu wykrztusnym. Halogenopochodne aniliny wykorzystuje sa takze jako
herbicydy i pestycydy, oraz jako substancje o dziataniu przeciwbakteryjnym [9, 17].

Szczegotowa analiza zalezno$ci zwiazanych z wymienionymi na wstepie
oddziatywaniami pozwala na charakterystyke nie tylko samej czasteczki aniliny, ale takze
szeregu pochodnych aniliny. Daje rowniez mozliwo$s¢ prognozowania wplywu
podstawnikow na wlasciwosci zwiazkow aromatycznych i projektowanie nowych

materiatow, takich jak polimery przewodzace [16].

“ Pod wzgledem tonazu, najwicksze zapotrzebowanie przemystu zwiazane jest z wykorzystywaniem aniliny
jako substratu w procesie przemystowej syntezy poliuretanu.
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1.3 Obliczenia

Obliczenia kwantowo-mechaniczne przedstawione w rozdziale wykonano stosujac
metode funkcjonalu gestosci DFT/B3LYP [3, 4] w rozszerzonej bazie funkcyjnej
6-311++G(df,pd). Wybrana baza triple { uwzglednia funkcje polaryzacyjne p,d dla atomow
wodoru; funkcje polaryzacyjne d,f dla atoméw C, N i halogenow oraz rozszerza funkcje
dyfuzyjne na wszystkich atomach” [18, 19]. Pelng optymalizacje geometrii, obliczenie
harmonicznych i anharmonicznych czestosci, wyznaczenie intensywno$ci’ w widmie
w podczerwieni oraz okreslenie aktywno$ci ramanowskich przeprowadzono korzystajac
z pakietu GAUSSIAN [20]. Podczas procedury optymalizacji geometrii, zostala uzyta opcja
SCF=verytight zawegzajaca narzucone kryteria zbieznosci. W pracy uzyto dwoch
wspotczynnikow skalujacych dla czgstosci harmonicznych: dla drgan rozciagajacych
v(C-H) oraz v(N-H) wspotczynnika skalujacego rownego 0,958; natomiast dla pozostatych
drgan normalnych wspotczynnika 0,983. Analogicznych wspotczynnikow skalujacych
uzyto przy skalowaniu czgstoséci dla czasteczek fenolu [21] oraz 5-bromo-2-nitropyridiny
[22, 23]. Liczby falowe w przyblizeniu anharmonicznym zostaty wyznaczone w oparciu
o0 algorytm opracowany przez Vincenzo Barone [24, 25] zaimplementowany w programie
GAUSSIAN 09. Procentowy rozktad energii potencjalnej (PED) obliczono w programie
BALGA [26, 27] na podstawie macierzy statych sitowych generowanej przez program
GAUSSIAN. Ilustracj¢ drgan normalnych wraz z wektorami wychylen atoméw wykonano
w programie Chemcraft [28]. Analiz¢ naturalnych orbitali wigzan NBO (Natural Bond
Orbital) [29], wyznaczenie naturalnych tadunkow oraz wyznaczenie energii oddziatywania
donor-akceptor wykonano w odrgbnym programie NBO 5.0 [30]. Rzgdowo$¢ wiagzan
wyznaczono na podstawie procentowego udziatu poszczegdlnych struktur rezonansowych
(polecenie ‘nrt’ w programie NBO).

Nalezy podkresli¢, ze program GAUSSIAN domyslnie w pliku wynikowym podaje
de facto aktywnosci ramanowskie (a nie intensywnos$ci ramanowskie). IntensywnoSci
ramanowskie, odpowiadajace intensywnosciom absoluthym w widmie do$wiadczalnym
Ramana, mozna wyznaczy¢ W oparciu dlugos¢ o fali wiazki wzbudzajacej lasera uzytego

przy pomiarze, na podstawie wzoru [31, 32]:

© Wybor wickszej bazy funkcyjnej okazat sig istotny juz na etapie poprawnego odtworzenia geometrii
czasteczek. Optymalizacja geometrii czasteczki aniliny metodami HF, MP2 i B3LYP w bazie minimalnej
prowadzi do uzyskania plaskiej czasteczki. W rzeczywistosci grupa aminowa wykazuje piramidalizacjg,
a efekt ten jest odtwarzany poprawnie w obliczeniach dopiero po rozbudowaniu bazy funkcyjne;j.
" Poczawszy od wersjii D.01 pakietu GAUSSIAN mozliwe jest wyznaczenie intensywno$ci pasm
w teoretycznym widmie IR zaréwno w oparciu o przyblizenie harmoniczne, jak i anharmoniczne.
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17 =C(vo—v,)" v " B"§F (1)
Gdzie v; jest teoretyczna liczba falowa (cm™) odpowiadajaca drganiu wilasnemu Qj;
S jest aktywnoscia ramanowska drgania wlasnego Qj; vo jest dtugoécia wzbudzajaca fali
lasera; C wspotczynnikiem skalujacym (w pracy przyjeto C = 10™9); a B; wspotczynnikiem

temperaturowym, wyrazonym jako rozktad Boltzmana:
h-v.-c
B, =1-exp —— 2
. p( 2 j 2)

Symbole h, k, ¢, i T w powyzszych rownaniach oznaczaja stala Planka, stala Bolzmana,

predkos¢ $wiatlta oraz temperatur¢ wyrazona w stopniach Kelvina. Teoretyczne
intensywnosci Ramanowskie wyrazone sa w skali umownej (bez jednostek). Widmo
teoretyczne Ramana i w podczerwieni rysowano przyjmujac szeroko$¢ polowkowa
HWHH (half-width at half-height) rowna 3 cm™ oraz stosujac rozktad Cauchy'ego-
Lorentza przy ,,wygtadzaniu” funkcji. W pracy przyjeto Vo = 15822.8 cm™, co odpowiada
dhugosci fali 632 nm lasera helowo-neonowego (He-Ne) uzytego przy pomiarach widm

Ramana .
1.4 Cz¢$¢ doswiadczalna

Widma ramanowskie w zakresie 4000-50 cm™ z rozdzielczoscia spektralng 2 cm™
zarejestrowano na spektrometrze Horiba Jobin Yvon HR800 w Laboratorium Materiatow
Zol-Zelowych i Nanotechnologii Dolno$laskiego Centrum Zaawansowanych Technologii
we Wroclawiu. Pomiary spektroskopowe w zakresie dalekiej podczerwieni zostaly
wykonywane przy uzyciu spektrometru Perkin Elmer FTIR-2000 oraz spektrometru Perkin
Elmer 1600 w Centralnym Laboratorium Analizy Instrumentalnej Politechniki
Wroclawskiej. Pomiary IR wykonano w zakresie 4000-50 cm™ z rozdzielczoscia 4 cm™.
Dodatkowe widmo ATR-FT-IR w zakresie ponizej 400 cm™ dla 2,34,5,6-
pentafluoroaniliny zostato zarejestrowane dla warstwy zwiazku naniesionej na diamentowa
powierzchnie w spektrofotometrze Bruker Vertex 70v FT-IR w Zintegrowanym
Wydzialowym Laboratorium Inzynierii i1 Badania Materialow Zaawansowanych.

W badaniach uzyto odczynnikow zakupionych w firmie Sigma-Aldrich o czystosci > 99%.

“ W programie GAUSSIAN mozna wyznaczyé¢ analitycznie aktywnoéci optyczne Ramana, wykonujac
obliczenia z komendami FREQ=ROA i CPHF=RDFREQ oraz podajac na koncu pliku wejSciowego
odpowiednia czgstotliwos¢ Swiatta (np. 632nm).
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1.5 Wyniki i dyskusja

1.5.1 Parametry geometryczne

Z tabeli 1 przedstawiono zestawienie wybranych parametrow geometrycznych
wyznaczonych dla aniliny (A), Kkationu rodnikowego aniliny CgHsNH,™ (A"),
2-fluoroanilyny (2FA), 3-fluoroaniliny (3FA), 4-fluoroaniliny (4FA), 4-chloroaniliny
(4CIA), 4-bromoaniliny (4BrA) oraz 2,3,4,5,6-pentafluoroaniliny (PFA) [7, 33, 34, 35].
Pelna optymalizacj¢ geometrii wykonano metoda B3LYP w bazie funkcyjnej
6-311++G(df,pd) zawegzajac kryteria zbieznosci W programie GAUSSIAN opcja
SCF=verytight. Narysunku 1 przedstawiono numeracj¢ atoméw dla czasteczki aniliny

oraz jej pochodnych omawianych w rozdziale.

Rys. 1. a) numeracja atoméw w czasteczce aniliny;

b) piramidalizacja grupy —NH, (opis w tekscie).
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Tabela 1. Zestawienie dtugosci wiazan (A) oraz katow (°) dla czasteczek aniliny (A), kationu

rodnikowego

4-fluoroaniliny  (4FA),
pentafluoroaniliny (PFA) wyznaczone metoda B3LYP w bazie funkcyjnej 6-311++G(df,pd).

aniliny  CgHsNH,"
4-chloroaniliny  (4CIA),

(A,

2-fluoroanilyny  (2FA),
4-bromoaniliny (4BrA) oraz

3-fluoroaniliny  (3FA),
2,3,4,5,6-

Parametr A A’ 2FA 3FA 4FA 4CIA® | 4BrA° PFA
grupa symetrii C, Cov C: C; C Cs Cs Cs
Ci-Ny 1,394 1,332 1,387 1,390 1,397 1,392 1,391 1,379
N;-Hys 1,008 1,012 1,008 1,007 1,008 1,008 1,008 1,007
N7-Ha4 1,008 1,012 1,007 1,007 1,008 1,008 1,008 1,007
C:-C, 1,401 1,432 1,398 1,401 1,400 1,400 1,400 1,397
C,-Cs 1,389 1,368 1,379 1,382 1,390 1,388 1,388 1,386
Cs-Cy4 1,392 1,410 1,393 1,384 1,383 1,388 1,389 1,390
C4-Cs 1,392 1,410 1,391 1,393 1,383 1,388 1,389 1,390
Cs-Ce 1,389 1,368 1,390 1,388 1,390 1,388 1,388 1,386
Ci-Ce 1,401 1,432 1,400 1,402 1,400 1,400 1,400 1,397
Cy-Xg? 1,084 1,082 1,361 1,083 1,084 1,084 1,084 1,345
Cs-Xo? 1,084 1,081 1,082 1,352 1,082 1,082 1,082 1,333
Cy-Xyo® 1,082 1,082 1,082 1,081 1,356 1,759 1,913 1,335
Cs-Xp1? 1,084 1,081 1,083 1,083 1,082 1,082 1,082 1,333
Ce-Xpo° 1,084 1,082 1,084 1,084 1,084 1,084 1,084 1,345
Xg-His? 2,427 2,413° 2,367 2,456 2,433 2,434 2,435 2,437
£ C-C,-Cy 120,5 1194 123,2 119,0 120,9 120,9 120,9 122,2
£ Cy-C3-Cy 120,8 120,2 119,1 123,2 119,1 119,7 119,8 120,0
£ C3-C4-Cs 118,9 120,9 119,3 117,2 1214 120,3 120,3 119,1
£ Cy-Cy-Cq 118,6 120,1 116,7 118,8 118,4 118,3 118,3 116,5
£ C-Cyp-Xg? 119,5 1194 117,2 121,4 119,6 119,7 119,7 118,3
£ C4-C3-Xo? 120,0 119,7 121,9 118,8 119,8 120,1 120,3 120,0
Z Cq-Cy-Xyo? 120,6 119,6 120,0 120,4 119,3 119,8 119,9 120,4
Z C1-N7-Hy3 116,2 121,6 116,2 116,8 115,6 116,4 116,5 116,8
Z Hiz-N7-Hyy 112,8 116,8 113,9 113,3 112,3 112,9 113,0 115,1
Ly 35,5 0 29,1 28,6 36,0 34,1 33,7 30,3
Z1° 2,2 0 2,9 2,2 2,4 2,3 2,2 2,7
CiCy 2,812 2,779 2,822 2,821 2,783 2,797 2,797 2,825
Cy+Cs 2,775 | 2,481 | 2,744 | 2,779 | 2,781 | 2,778 | 2,779 | 2,375
CsCe 2,775 2,453 2,783 2,748 2,781 2,778 2,779 2,396
HOMA ®¢ 0,98468 | 0,75827 | 0,98475 | 0,98134 | 0,98531 | 0,98763 | 0,98514 | 0,99313

% X =H, F, Cl lub Br w zaleznosci od czasteczki,
® kat dwuscienny pomiedzy ptaszczyzna NH; oraz ptaszczyzna pierscienia aromatycznego,
¢ kat plaski pomigdzy wiazaniem C;- N7 oraz osia przechodzaca przez atomy C; - Cy,
¢ indeks aromatyczno$ci HOMA [36],
¢ dane niepublikowane.
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Struktura elektronowa i geometryczna aniliny i jej pochodnych jest wynikiem
kompozycji kilku oddzialywan. Generalnie obecno$¢ grupy aminowej powoduje
zwigkszenie gestosci elektronowej na atomach wegla w pozycjach orto i para, czego
efektem jest promocja substytucji elektrofilowej w tych miejscach. Jednoczesnie atomy
halogenéw maja tendencj¢ do wyciagania gestosci elektronowej z pier§cienia poprzez
wiazanie o (efekt indukcyjny), przy jednoczesnym przekazywaniu czgsci gestosci
elektronowej poprzez uktad orbitali  (dodatni efekt mezomeryczny).

Charakterystyczna wlasciwoscia geometryczna aniliny i jej halogeno pochodnych
jest piramidalna konformacja grupy aminowej. Nalezy jednak podkresli¢, ze stopien
piramidalizacji grupy —NH; wyznaczony eksperymentalnie zalezy od zastosowanej metody
pomiarowej. Pomiary mikrofalowe wykonane dla czasteczki aniliny wykazaty, iz kat
dwuscienny y pomigdzy ptaszczyzna okreslona przez uktad aromatyczny (kolor zielony na
rysunku 1b), a ptaszczyzna grupy aminowej (kolor czerwony na rysunku 1b) wynosi 374+2°
[37], podczas gdy pomiary wykorzystujace rezonans fluorescencyjny [38] oraz pomiary
w dalekiej podczerwieni [39], wykazaty iz kat ten jest nieznacznie wyzszy i wynosi 42+1°.
Podobna zalezno$¢ zaobserwowanO dla czasteczki 4FA, gdzie pomiary w dalekiej
podczerwieni daty nieznacznie wigksza warto$¢ kata dwusciennego 7y (42,7°) [40].
Opisywana piramidalizacja grupy aminowej jest wynikiem kompozycji dwoch
przeciwstawnych oddziatywan. Oddziatywania stabilizacyjnego pomigdzy wolna para
elektronowa atomu azotu (LPy), a gestoscia m-elektronowa nad uktadem aromatycznym
oraz tendencja atomu azotu do tworzenia ukladu charakterystycznego dla tetraedrycznej
hybrydyzacji sp®. Silniejsze oddziatywanie wolnej pary elektronowej atomu azotu
z chmura n-elektronowa skutkuje ,,sptaszczeniem” grupy aminowej. W przypadku 4FA
aniliny, dochodzi do przekazania gestosci elektronowej z orbitalu p, wolnej pary
elektronowej atomu fluoru, skutkujaca ostabieniem oddziatywania LPn-1t 1 zwigkszeniem
piramidalizacji grupy —NH, [7]. Odwrotny efekt obserwowany jest w przypadku
pozostatych halogeno pochodnych aniliny, gdzie dochodzi do zmniejszenia wartosci kata y
w stosunku do aniliny (tabela 1). Drugim charakterystycznym parametrem opisujacym
geometri¢ grupy aminowej, jest kat t, definiujacy odchylenie atomu azotu nad ptaszczyzne
opisana przez uklad atomoéw pierScienia aromatycznego (w anilinie i jej
halogenopochodnych, zaré6wno atom azotu, jak i dwa potaczone z nim atomy wodoru

znajduja si¢ poza ptaszczyzna uktadu aromatycznego). Dla aniliny i jej fluoro pochodnych

* Oddziatywania te zostaly szczegblowo opisane w podrozdziale rozdziale poswieconym analizie NBO.
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warto$¢ kata t zawiera si¢ w przedziale od 2,2° do 2,9°. Ponadprzeci¢tna wartos¢ kata t
obserwowana dla 2FA zwiazana jest ze ,skrgceniem” grupy aminowej wzgledem
ptaszczyzny ukladu aromatycznego, co opisuje rozna wartos¢ katow plaskich przy
wiazaniu N-C1 (£ N7-C1-C2 = 120,46° i £ N7-C1-C6 = 122,8°).

W przeciwienstwie do aniliny i jej halogeno pochodnych, kation rodnikowy aniliny
W podstawowym stanie elektronowym (°By) jest plaski. Wszystkie atomy leza na jednej
plaszczyznie, dzieki czemu kation rodnikowy aniliny posiada najwyzsza grupe symetrii ze
wszystkich omawianych czasteczek (Cay). Skrocenie wigzania C1-N do wartosci 1,3224,
sugeruje tworzenie si¢ cze¢sciowo podwodjnego wiazania CN, powstajacego podczas
jonizacji aniliny. Znajduje to potwierdzenie w danych eksperymentalnych dla kationu
aniliny [41] oraz analizie NBO, zgodnie z ktora indeks Wiberga [42] rzgdowoS$ci wiazania
CN wynosi 1,1364. Zgodnie z tabela 1, wyznaczone katy £C1-N7-H13 oraz
/H13-N7-H14 dla kationu osiagaja najwigksze warto$ci ze wszystkich opisywanych
zwiazkow. Zwiazane jest to z tworzeniem ptaskiego hybrydu na atomie azotu N7. Hybryd
na atomie azotu w wiazaniu CN ma hybrydyzacje sp™“®, ktéra zgodnie z konwencja notacji
NBO, ma w 41% charakter s, a w 59% charakter p. Deficyt jednego elektronu w kationie
rzutuje takze na strukturg pierScienia i tworzenie si¢ formy analogicznej dla chinonow
(quinone structure), z dwoma wiazaniami podwojnymi w pier§cieniu — skroceniu ulegaja
wigzania C2-C3 oraz C5-C6, réwnolegle do osi symetrii kationu przechodzacej przez
atomy C1, C4 oraz N7.

Jak pokazano na przyktadzie mono-fluoro pochodnych aniliny [8, 34],
podstawienie atomu fluoru powoduje ,,wyciaganie” o ggstosci elektronowej z pierscienia
aromatycznego, co przejawia si¢ zwigkszeniem kata £ C-Cg-C oraz skroceniem ditugosci
wigzan C-Cg w miejscu podstawienia atomu fluoru (efekt indukcyjny). W przypadku 5FA
obserwujemy skrocenie wszystkich wigzan C-C, w stosunku do aniliny [35], dlatego 5FA
mozemy nazwac najbardziej ,,zwartg”’ czqstecqu*. Ponadto zwigkszenie wartosci pigciu
katow / C-Cg-C, w naturalny sposob skutkuje zmniejszeniem ,,ostatniego” kata ptaskiego
w pierscieniu £ C-Cn-C przy atomie azotu oraz najmniejsza warto$cia kata / C2-C1-C6
dla 5FA wsrod wszystkich omawianych w pracy czasteczek (116,52°).

Aromatyczno$¢ aniliny i jej pochodnych moze by¢é w prosty sposdb opisana

poprzez jednoparametrowy indeks aromatycznosci HOMA (Harmonic Oscillator Model of

“ Jezeli wyznaczymy powierzchnie szeéciokata, ktorego wierzchotkami bedzie sze$¢ atoméw wegla
tworzacych pierScien benzenowy, to powierzchnia tak zdefiniowanego ukladu w przypadku SFA wynosi
W 5.022 A% W przypadku aniliny warto$¢ ta wynosi 5.046 A?, a dla czasteczki benzenu 5.035 A%,
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Aromaticity) [36]. Dla zwiazkow niearomatycznych wartosci indeksu HOMA wynosza
okoto zera i wrzrastaja do jednosci dla zwiazkow w pelni aromatycznych. Zgodnie

z modelem, warto$¢ indeksu aromatycznosci jest okreslona zalezno$cia:

HOMA =1 %Z/:(Rop, -R} ©)
gdzie wskaznik | numeruje wiazania w uktadzie, a jest wspotczynnikiem normalizujacym,
n iloécia rozpatrywanych wiazan, Rop jest optymalna dlugoscia wiazania, a R; jest
dhugoscia danego wiazania i w ukladzie. Dla wigzan C-C tworzacych pierécien uktadu
aromatycznego w czasteczce aniliny, przyjeto parametru modelu réwne o = 257,7;
Ropt = 1.388 A oraz n=6 [36¢c]. Dla rozpatrywanych zwiazkéw indeks aromatycznosci
wzrasta w nastepujacym porzadku: A* (0,7583) < 3FA (0,9813) < A (0,9846) < 2FA
(0,9847) < 4FA (0,9853) < 4BrA (0,9851) < 4CIA (0,9876) < PFA (0,9931). Skrajnie niska
warto$é indeksu HOMA dla Kationu aniliny A*, potwierdza brak aromatycznosci kationu
rodnikowego, co spowodowane jest deficytem elektronu w stosunku do uktadu
spetniajacego regule Hiickla oraz tworzeniem formy charakterystycznej dla chinonu.
Nie powinna by¢ takze zaskoczeniem najwyzsza warto$¢ indeksu aromatycznos$ci
przypisana dla PFA, gdyz obecnos¢ az pigciu atoméw fluoru powoduje najwigkszy wzrost
7 gestosci elektronowej nad pier$cieniem tworzacym uktad aromatyczny. Zaskoczeniem
moze by¢ natomiast nizsza niz dla aniliny warto$¢ indeksu aromatycznosci HOMA
wyznaczona dla 3FA. Nalezy jednak podkresli¢, ze HOMA jest indeksem geometrycznym
bazujacym na dlugosci wigzan pomigdzy atomami tworzacymi uklad aromatyczny.
W przypadku 3FA obserwujemy najwigksza deformacj¢ pierscienia o czym $wiadczy nie
tylko najwigksze odchylenie dtugosci wiazan C-C od s$redniej warto$ci oczekiwanej dla
uktadu aromatycznego (1.388 A), ale takze stosunkowo wysoka réznica pomiedzy
przekatnymi pierécienia aromatycznego Cy-++C, oraz CyCe, ktora wynosi okoto 0,04 A.

Deficyt 6 ggstosci elektronowej w pierScieniu aromatycznym rzutuje na skrocenie
dhugosci wigzania C-N. Jak wspomniano najkrotsze wiazanie C-N obserwowane jest dla
rodnika kationowego, gdzie obserwowane jest tworzenie czgSciowo podwdjnego wigzania.
Znaczne skrocenia wiazania C-N, obserwowane jest takze dla PFA oraz 2FA.
W przypadku PFA skrécenie dlugosci wiazania C-N o okoto 0,015 A w stosunku do
aniliny, zwiazane jest ze skumulowana sita pigciu podstawnikow fluorowych
»Wyciagajacych” gestos¢ o elektronowa z pierScienia. Natomiast w przypadku 2FA,

dochodzi do najwigkszego skrocenia wigzania w stosunku do wszystkich mono halogeno
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pochodnych, co zwiazane jest z bezposrednim sasiedztwem fluoru w stosunku do wiazania
C-N. Interesujace jest wydtuzenie wiazanie C-N dla 4FA oraz 4BrA w odniesieniu do A.
W 4FA dochodzi do superpozycji silnie elektroujemnego atomu fluoru w stosunku do
grupy aminowej, dyskutowanej w czgsci poswigconej analizie NBO. Przeciwlegte
(symetryczne) rozmieszczenie dwoch grup, mocno konkurujacych o gestos¢ o
elektronowa, skutkuje takze najmniejsza geometryczna deformacja pierScienia
aromatycznego, co wida¢ po zblizonych warto$ciach przekatnych Cq--C4 , (Co++Cs) oraz
Cs+Cg (Tabela 1). Natomiast w przypadku 4BrA atom bromu okazuje si¢ posiada¢ dodatni
tadunek elektronowy, a wigc jest on de facto donorem, a nie akceptorem ggstosci
elektronowej, w przeciwienstwie do pozostatych halogenow. Zmiany dlugosci wiazania
C-N sa obserwowane poprzez przesunigcie czestosci drgania rozciagajacego v(CN), ktory
to efekt szczegdtowo omawiany jest przy opisie widm harmonicznych.

Opisujac parametry geometryczne pochodnych aniliny warto zwroci¢ uwage na
ponadprzeci¢tng wartos¢ kata H13-N7-H14 rowna 115,1° obserwowana dla PFA. Wartos$¢
ta jest okoto 2,3° wyzsza niz w przypadku aniliny i jest zblizona do wartosci
przedstawionej dla 2,3,6-tri fluoroaniliny (114,8°) [43]. Podwyzszona warto$¢ kata
H13-N7-H14 w PFA jest wynikiem dwoch przyciagajacych oddziatywan
elektrostatycznych, pomigdzy atomami F8 i H14 oraz F12 i HI3 i zwiazana jest
z oddziatywaniem kulombowskim pomigdzy atomami wodoru o dodatnim tadunku
(0,396€) oraz atomami fluoru o tadunku ujemnym (-0,337¢). Chociaz odlegtosci F8---H14
oraz F12--H13 (2,437 A) sa krétsze o okoto 0,23 A, niz suma promieni van der Waalsa dla
atoméw wodoru i fluoru (1,20 + 1,47 A), jak pokazano w pracy [34], powyzsze
oddzialywanie wewnatrzczasteczkowe jest bardzo stabe. Nalezy podkresli¢, iz odlegtosci
N7---F8 oraz N7---F12 (2.760 A) sa krotsze o okoto 0.41 A, od sumy promieni van der
Waalsa dla atomow azotu i fluoru, jednak zgodnie z aktualna rekomendacja IUPAC [44],
omawiane oddzialywanie wewnatrz czasteczkowe nie moze by¢ sklasyfikowane jako
wewnatrz czasteczkowe wiazanie wodorowe. O braku wigzania wodorowego $wiadczy
migdzy innymi brak punktow krytycznych (3, -1) pomigdzy atomami F8 i H14 oraz
F12 i H13 [44, Footnote F9], co przedstawiono na rysunku 2.

S w przypadku skrocenia (i wzmocnienia) wiazania dochodzi do przesunigcia czgstosci drgania
rozciagajacego w kierunku wyzszych czgstosci (blue shift). Natomiast w przypadku wydtuzenia (i ostabienia)
danego wiazania dochodzi do przesuniecia czestosci drgania rozciagajacego w kierunku nizszych czestosci
(ang. red shift).
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Rys. 2. Punkty krytyczne wyznaczone w oparciu o topologie gestosci elektronowej dla PFA [45].

1.5.2 Analiza naturalnych orbitali wigzan NBO

Juz pierwsze obliczenia wykonane metodami MP2 i B3LYP w stosunkowo duzej
bazie 6-311++G(df, pd) pokazatly iz wyznaczone tadunki Mullikena [46] sa niewiarygodne,
podczas gdy naturalne tadunki wyznaczone metoda NBO [47] opisuja czasteczke aniliny
zgodnie z przewidywaniami. Ponadto, wartosci tadunkéow wyznaczonych metoda
Mullikena okazaly si¢ silnie zalezne od metody i bazy funkcyjnej uzytej w obliczeniach”
[33]. Natomiast wielkosci tadunkoéw wyznaczonych metoda NBO sa praktycznie
niezalezne od uzytej bazy i metody. Co istotne analiza NBO pokazata, iz atomy wegla
w pozycji orto- (C2 i C6) oraz w pozycji para- (C4) posiadaja najwigkszy ujemny tadunek
sposrod wszystkich atoméw w pier$cieniu aromatycznym. Odzwierciedla to dobrze znany
fakt, iz grupa aminowa W procesie substytucji elektrofilowej kieruje podstawienie
w pozycje orto i para. Natomiast tadunki wyznaczone metoda Mullikena wskazuja na
substytucje elektrofilowa w pozycji meta (wegle C3 1 C5) co jest sprzeczne
z doswiadczeniem. Ponadto, atomy C2 i C6 posiadaja zgodnie z analiza populacyjna
Mullikena fadunek dodatni, co wykluczaloby mozliwo$¢ substytucji elektrofilowej aniliny

w pozycji orto (rysunek 3).

* Przyktadowo tadunek wyznaczony metoda Mullikena dla atomu C1 w anilinie, wynosit od -0,57e (MP2) do
-0,91e (B3LYP) dla obliczen wykonanych w bazie 6-311++G(df,pd) i wzrastal o okoto +0,le, przy
pominigciu funkcji dyfuzyjnych [33].
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Jak wspomniano, wartosci wyznaczonych ladunkéw Mullikena okazaly sig
niewiarygodnie, natomiast metoda NBO pozwolita dodatkowo migdzy innymi na opisanie
rozktadu tadunku i przeniesienia fadunku w czasteczkach, wskazanie typow wiazan (typow
orbitali NBO) w czasteczce, Scharakteryzowanie naturalnych orbitali NBO wraz
z 1iloSciowym okre$leniem hybrydyzacji 1 gestosci elektronowych przypisanym
poszczegdlnym orbitalom w czasteczce oraz na iloSciowe okreslenie oddziatywan

donor—akceptor, w pracy skupiono si¢ na wykorzystaniu analizy NBO.

Ladunki Mullikena obliczone metoda B3LYP Aromatyczna substytucja elektrofilowa jest
w bazie 6-311++G(df,pd) nie odpowiadaja preferowana  w pozycj ortp | para
wiasciwoéciom chemicznym aniliny ® wzgledem grupy aminowej, co jest zgodne
z eksperymentem i analiza NBO ©

Rys. 3. Porownanie tadunkow wyznaczonych metoda Mullikena (lewa strona) oraz
metoda NBO (prawa strona) dla czasteczki aniliny.

Idea naturalnych orbitali zostala wprowadzona jeszcze w 1955 roku przez
P. Lowdina do opisu zbioru jednoelektronowych funkcji ortonormalnych 6,(r)
wyrazajacych gestos¢ elektronowa p(T), okreslana jako kwadrat modutu catkowitej
wieloelektronowej funkcji falowej W [48]. Nastepnie koncepcja naturalnych orbitali
molekularnych zostala rozwinig¢ta przez zespot badaczy kierowany przez Reeda oraz
Weinholda i wykorzystana do stworzenia oprogramowania do obliczeh NBO [30],
wchodzacego w sktad wielu popularnych pakietoéw obliczajacych strukture elektronowa,
w tym wykorzystywanego w pracy oprogramowania GAUSSIAN. Standardowo procedura

obliczen naturalnie zlokalizowanych orbitali przebiega jako sekwencja rozpoczynajaca si¢
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od orbitali atomowych (AO), poprzez naturalne orbitale atomowe (NAO), hybrydy
naturalnych orbitali (HNO) do naturalnych wiazan atomowych (NBO). Naturalny orbital
atomowy NBO jest zwykle jedno lub dwucentrowym orbitalem opisujacym oddzialywanie
wiazace typu Lewisa. W przypadku uktadow zamknigtopowtokowych (takich jak anilina
I jej halogenopochodne) rozwazanych jest N/2 orbitali NBO, natomiast dla ukladow
otwartopowtokowych, (takich jak rodnik kationowy aniliny), rozwazanych jest
N spinorbitali, gdzie N jest liczba elektronow [49]. Dalsza transformacja orbitali wigzan
chemicznych NBO prowadzi do uzyskania (semi-) zlokalizowanych orbitali
molekularnych (NLMO) oraz kanonicznych orbitali molekularnych (MO). Pomimo,
iz kazdy z wymienionych powyzej zbioréw naturalnie zlokalizowanych orbitali moze
odtworzy¢ kazda wlasciwos¢ funkcji falowej P, to kazde kolejne przyblizenie rzeczywistej
struktury elektronowej w czasteczce zawiera w sobie wigcej informacji. Przyktadowo, opis
orbitali NAO bazujacy jedynie na rozroznianiu elektrondw rdzenia i walencyjnych,
pozwala przewidzie¢ wiele wlasciwosci czasteczki i w zwarty sposob przedstawi¢ funkcje
falowa ¥ w sposob bliski koncepcji orbitali tworzonych przez elektrony walencyjne
(orbitali walencyjnych). Unitarna transformacja orbitali NAO prowadzi do uzyskania
symetrycznie ortogonalnych orbitali hybrydowych NHO, wnoszac dodatkowo informacjg
o hybrydyzacji poszczegdlnych atomow [50].

Nalezy zauwazy¢, ze omawiane w pracy naturalne orbitale wigzan NBO nie sa
tozsame z orbitami wigzacymi w teorii LCAO MO [51]. Dla wyraznego zaakcentowania
tej rdznicy, w niniejszej pracy przyjeto orbitale uzyskane na drodze analizy NBO nazywac
naturalnymi orbitalami wigzacymi NBO Ilub naturalnymi orbitalami wigzanh NBO,
w odréznieniu od orbitali wiazacych (ang. bonding orbitals) [51]. Takze formalnie puste
orbitale antywiazace NBO nie sa utozsamiane z nieobsadzonymi orbitalami LUMO z teorii

orbitali HOMO/LUMO.

W metodzie NBO naturalne orbitale wigzan tworzone sa na bazie naturalnych
hybrydoéw atomowych (NHO). Kazde wiazanie cag, moze by¢ zapisane przy pomocy
dwoch zorientowanych hybrydow walencyjnych, ha i hg zlokalizowanych na atomach
AiB:

oaB = Ca-ha + Cg-hp (4)

gdzie parametry ca i Cg odpowiadaja wspotczynnikom polaryzacji, a zalezno$¢ migdzy

nimi zmienia si¢ ptynnie od ca = Cg dla wiazania kowalencyjnego, do ca >>Cg dla wigzania
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jonowego. Kazdej kombinacji addytywnej elektronow walencyjnych tworzacej naturalny
orbital wigzania NBO, zwanej orbitalem typu Lewisa (ang. natural bond orbital or Lewis-
type orbital), musi odpowiada¢ odpowiednie oddziatywanie substraktywne, nazywane
naturalnym orbitalem antywiazacym NBO lub orbitalem nie-Lewisa NBO (ang. antibond
or non-Lewis NBO), oznaczane w analizie NBO symbolem gwiazdki (*):

oas = Cg-ha-cahg (5)

7 tego wzgledu donory NBO typu Lewisa powiazane sa z formalnie pustymi
w wyidealizowanej strukturze Lewisa, akceptorami typu nie-Lewisa”". Nazwa naturalnych
orbitali antywiazacych NBO wynika z tego, iz maja one energi¢ wyzsza nie tylko od
naturalnych orbitali wigzan NBO, ale takze od naturalnych hybrydéw atomowych HNO

tworzacych orbitale wiazace NBO co przedstawiono schematycznie na rysunku 4.

A

Energia

Naturalny orbital antywigzacy NBO, G.p" (formalnie nie zapetniony)

Naturalny hybryd atomowy A, *. ," Naturalny hybryd atomowy Az

- £
™~ ~

Naturalny orbital wiazacy NBO, G g (zapetniony)

Rys. 4. Diagram poziomow energetycznych orbitali NHO 1 orbitali NBO.

Niskie obsadzenie naturalnych orbitali antywiazacych NBO wskazuje na pewne
odstepstwa od wyidealizowanej struktury Lewisa i odzwierciedla efekt delokalizacji.

Utworzeniu kazdego wigzania w metodzie NBO towarzyszy pewna energia oddziatywania

* Przejscie elektronow z orbitali izolowanych atomow W i W na naturalny orbital wigzan Wag w czasteczce
prowadzi do obnizenia energii, natomiast przejscie na naturalny orbital anty-wiazan Wag zwiazane jest ze
wzrostem energii w porownaniu z uktadem izolowanych atomow.
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G0 donor-akceptor, ktora moze by¢ okreslona na podstawie teorii zaburzen drugiego
rzedu. Jesli donorem gestosci elektronowej jest orbital i, a akceptorem orbital j, energia

stabilizacji wiazania ¢; — Gj* WYNOSi:

AE(?, =2 [
_ ©)

i T

gdzie F jest operatorem Focka lub Kohn-Shama, a ¢i oraz ¢j sa odpowiednio
energiami orbitali NBO dla donora i akceptora ggstosci elektronowej. Zgodnie z rysunkiem

5, opisane oddziatywanie prowadzi do obnizenia energii zapelionego orbitalu donora G;

(2)

o wyznaczong wartos¢ AE;7. a w efekcie do stabilizacji wiazania donor-akceptor.

A

Energia
E;
.
¢ -
; Ty ERy*
K N (akceptor)
.l.l |,..
.l‘l !
4
.l-I |,r
.I'll !
, 1
P £
£ |,r
ELP LTI )
(dotiof) S J
T . N AEp L pye
- N (energia stabilizacii)
E;

Rys. 5. Energia stabilizacji. Oddzialywanie donor-akceptor, pomiedzy zapetnionym
orbitalem o; (donorem), a formalnie pustym orbitalem c,," (akceptorem).
W wyniku przedstawionej procedury, dla kazdego oddziatywania oc; — Gj*, do
poczatkowych naturalnych orbitali wiazacych NBO dodawany jest niewielki udzial
naturalnych orbitali antywiazacych NBO, co prowadzi do uzyskania naturalnie

zlokalizowanego orbitalu czasteczkowego NLMO Q; (ang. natural localized molecular
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orbital). Formalnie, kazdy semi-zlokalizowany NLMO Q; moze by¢ wyrazony poprzez
liniowa kombinacje wyjsciowej struktury NBO typu Lewisa oj (ze wspoOtczynnikiem
Cii = 1) i pozostatymi nieznacznymi udziatami (cjj = 0) pochodzacymi od oddziatywan

nie-Lewisowskich (NL) NBO o; :

NL
i

Przedstawiony zapis odzwierciedla efekt delokalizacji ci — cs,-*, co jest bardzo bliskie
koncepcji struktury elektronowej czasteczki rozwazanej przez chemikow [53].

Program NBO w bezposredni sposob korzysta z przedstawionych tu zaleznosci
wskazujac wolne pary elektronowe i orbitale o najwiekszej gestoéci elektronowej. Scisle
biorac, obraz wiazan chemicznych oraz wolnych par elektronowych, z powodu dowolnos$ci
wyboru transformacji, mozna uzyska¢ na nieskonczenie wiele sposobdéw, a za kazdym
razem efekt lokalizacji jest nieznacznie inny [2, strona 406]. Program NBO w pierwszej
kolejnosci rozroznia orbitale o duzym obsadzeniu przez elektrony (orbitale rdzenia, wolne
pary elektronowe, wiazania), a nastgpnie formalnie puste (orbitale antywiazace NBO oraz
Rydberga). W przypadku aniliny, 97,168% ggstosci elektronowej odpowiada orbitalom
typu Lewisa opisujacym zlokalizowana naturalng strukture Lewisa (NLS). Pozostate
orbitale nie-Lewisa, ktore skupiaja 2,832% catkowitej ggstosci elektronowe;,
odzwierciedlaja delokalizacje gestosci elektronowej . Z tego powodu metoda NBO opisuje
funkcje falowa czasteczki, w sposob bardzo zblizony do klasycznej koncepcji Lewisa,
w ktorej ,.kreski” symbolizujace wigzania chemiczne odpowiadaja obsadzonym orbitalom
naturalnych wiazan chemicznych NBO [52].

W tabeli 2 zestawiono wartosci naturalnych tadunkow NBO wyznaczone
w programie GenNBO 5.0" dla czasteczek omawianych w rozdziale. Dla czasteczki aniliny
najwigksza ujemng wartos¢ tadunku NBO, sposrod atomoéw w pier§cieniu, maja atomy
wegla w pozycji orto- (C2 i C6) oraz para- (C4). Potwierdza to znany fakt, iz podstawnik
—NHj; jest grupa, ktora aktywuje pier§cien kierujac reagent elektrofilowy w potozenia orto

| para.

“ Orbitale walencyjne typu nie-Lewisa w czasteczce aniliny stanowia udziat 2,657% catkowitej gestosci
elektronowej, natomiast orbitale Rydbega typu nie-Lewisa zawieraja 0,175% gestosci elektronowe;.

" Podobne wartoéci tadunkéw uzyskano wykorzystujac wersje NBO 3.1 zainplementowana w programie
Gaussian. Jedyna istotna réznica dotyczyta tadunku atomu C1: 0,168e dla obliczen w wersji 3.1 oraz 0,188e
dla obliczen w wersji 5.0 programu NBO.
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Tabela 2. Zestawienie wartoSci naturalnych tadunkéw atomowych NBO, wyznaczonych
w programie GenNBO 5.0 - metoda B3LYP, bazie funkcyjna 6-311++G(df,pd).

Atom A A" 2FA 3FA 4FA 4CIA 4BrA PFA
C1 0,188 0,258 0,111 0,185 0,153 0,167 0,169 0,066
C2 -0,264 | -0,169 | 0,368 -0,323 | -0,234 | -0,237 | -0,238 | 0,319
C3 -0,181 | -0,172 | -0,250 0,437 | -0,246 | -0,204 | -0,205 | 0,315
C4 -0,248 | -0,038 | -0,229 | -0,313 0,378 | -0,074 | -0,142 0,286
C5 -0,181 | -0,172 | -0,196 | -0,163 | -0,246 | -0,204 | -0,205 | 0,315
C6 -0,264 | -0,169 | -0,241 | -0,272 | -0,234 | -0,237 | -0,238 | 0,319
N7 -0,799 | -0,572 | -0,791 | -0,788 | -0,795 | -0,795 | -0,794 | -0,787
X8 0,198 0,234 | -0,367 0,215 0,201 0,203 0,203 | -0,337
X9 0,202 0,245 0,220 | -0,357 0,219 0,219 0,219 | -0,316
X10 0,204 0,235 0,206 0,221 | -0,360 | -0,009 0,055 | -0,318
X11 0,202 0,245 0,205 0,205 0,219 0,219 0,219 | -0,316
X12 0,198 0,234 0,202 0,201 0,201 0,203 0,203 | -0,337
H13 0,373 0,421 0,388 0,376 0,372 0,375 0,376 0,396
X14 0,373 0,421 0,376 0,376 0,372 0,375 0,376 0,396

X =H, F, Cl lub Br w zaleznosci od czasteczki.

Dla rodnika aniliny A" uwage zwraca warto$¢ najwyzszego dodatniego tadunku
przewidziana dla atomu C1. Nalezy podkresli¢, iz w przypadku rodnika aniliny, algorytm
NBO rozgranicza macierze gestosci dla uktadow o i B spin, zgodnie z metoda ,,rézne
hybrydy dla réznych spinéw” opisana przez Carpentera i Reinholda dla uktadéw otwarto
powlokowych [49]. Z tego powodu mozemy mowi¢ o roznej delokalicacji o i B gestosci
elektronowej. W przypadku rodnika kationowego aniliny, mozna przyja¢, iz uktad
elektrondw o spinie a jest bardziej zdelokalizowany, gdyz ggsto$¢ elektronowa na orbitalu
walencyjnym pcs (prostopadtym do plaszczyzny czasteczki) pochodzi jedynie
od elektronow o. Jednoczesnie obsadzenie orbitalu antywiazacego NBO o cy maleje
0 0,0024e w stosunku do aniliny. Tlumaczy to dlaczego wiazanie C1-N7 staje si¢
mocniejsze podczas jonizacji aniliny. Dodatkowo gesto$¢ elektronowa przypisana wolnej

parze elektronowej atomu azotu LPy, maleje 0 0,9373e, co skutkuje planarna konformacja

“ Ang. Defferent hybrids for different spins (DHDS NBO) [49].
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grupy aminowej w rodniku kationowym’. Z drugiej strony, analiza NBO wskazuje
na wzrost gestosci elektronowej na orbitalu antywigzacym NBO G*NH o okoto 0,0011e
w stosunku do aniliny, co zwiazane jest z ostabieniem wiazania N-H [33]. WSszystkie
wzmiankowane oddzialywania znajduja potwierdzenie w widmie eksperymentalnym
uzyskanym dla rodnika kationowego [33, 54].

W pozostalych czasteczkach rozklad ggstosci elektronowej jest kompozycja
opisanego oddziatywania grupy aminowej oraz atomu halogenu, ktory dezaktywujac
piericien kieruje reagent elektofilowy w potoznie orto i para’. Wprowadzenie atomu lub
atomow halogenow, generuje ujemny efekt indukcyjny, zwiazany z wyciaganiem z uktadu
aromatycznego o gestosci elektronowej. Wzgledny ujemny efekt indukcyjny wyznaczony
eksperymentalnie w odniesieniu do atomu wodoru, dla omawianych w pracy
podstawnikéw, ro$nie zgodnie z szeregiem: H < Br < Cl < F [55]. Znajduje to petne
potwierdzenie w danych zawartych w tabeli 2. Dla para-halogeno anilin warto$¢
naturalnego tadunku NBO wyznaczonego dla atomu C4 maleje w analogicznej kolejnosci
A > 4BrA > 4CIA > 4FA. Kumulacj¢ efektu indukcyjnego wyraznie widaé w czasteczce
PFA, gdzie az pi¢¢ podstawionych fluorami atomow wegla ,,zmienia” tadunek na dodatni
w odniesieniu do aniliny. Konkurencja o gestos¢ o elektronowa w PFA, powoduje
obnizenie ggstosci elektronowej przypisanej atomowy azotu, w stosunku do aniliny
i innych halogenopochodnych aniliny.

Interesujacy jest tadunek dodatni przypisany atomowy bromu (0,055¢). Sugeruje
on, iz de facto atom bromu w czasteczce 4BrA, nie jest akceptorem gestosci elektronowej,
lecz jest jej donorem. Zgodnie z konwencja NBO, wiazanie ccg-gr moze by¢ opisane jako:
ocanr = 0,7024(sp*>™) + 0,7118 (sp®**). Wspolczynniki polaryzacji wiazania,
reprezentowane w rownaniu przez liczby 0,7024 oraz 0,7118, okreslaja wpltyw
poszczegdlnych hybrydow na tworzace si¢ wigzanie 1 $wiadcza o nieznacznym
przesunigciu wiazania w kierunku atomu bromu (wyciaganiu gestosci o elektronowej).
Jednakze, atom bromu jest rownocze$nie donorem gestosci elektronowej poprzez wolne
pary elektronowe atomu bromu LP(Br), a akceptorami sa orbitale antywiazace NBO.

W czasteczce 4BrA mozna wyr6zni¢ az osiem oddziatywan pomigdzy zajetym orbitalami

“ Mozna przyjaé, iz bardzo niska gestoéé elektronowa na atomie azotu w rodniku kationowym aniliny
(-0,572¢) zwiazana jest ze znikomym obsadzeniem orbitalu LPy (tylko 0.91346e w stosunku do 1.85076e dla
aniliny).

" W przypadku podstawienie pierécienia benzenowego atomem fluoru, atom wegla polaczony z atomem
fluoru zyskuje dodatni naturalny tadunek NBO, natomiast naturalny tadunek NBO jest najnizszy na atomach
wegla orto i para w stosunku do miejsca postawienia atomu fluoru.
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NBO typu Lewisa (donorami), a formalnie pustymi orbitalem NBO typu nie-Lewisa
(akceptorami). LP1(Br)—>Ry cs ; LP1(Br)—6 cacs ; LP1(Br)—c cacs ; LP2(Br)—>Ry ¢4 ;
LP1(Br)—6 ca.ca | LP2(Br)—6 cacs ; LP3(Br)>Ry cs oraz LP3(Br)—n cacs. Energia
stabilizacji wynikajaca z oddzialywania trzeciej wolnej pary elektronowej atomu bromu
LP3(Br) z orbitalem antywiazacym NBO T ca-cs jest najwyzsza sposréd wymienionych
oddziatywan i wynosi az 9,11 kcal/mol, co zapewnia stabilizacje czasteczki. ROwnoczesnie
oddzialywanie to powoduje iz naturalny tadunek NBO atomu bromu w czasteczce 4BrA
jest dodatni (0,055e).

Sposrod opisywanych czasteczek najwyzsza warto$¢ naturalnego tadunku NBO dla
atomoOw wegla tworzacych uklad aromatyczny, zostala przewidziana dla atomu C3
w czasteczce 3FA. Przylaczenie atomu fluoru powoduje ,,inwersje” znaku okreslajacego
tadunek NBO na atomie wegla w stosunku do aniliny. Dodatkowo atom C3 w 3FA
znajduje si¢ w pozycji meta w stosunku do grupy aminowej, a wigc w pozycji w ktorej
grupa aminowa nie wplywa znaczaco na obnizenie ggsto$ci elektronowej. Natomiast
najnizsza warto$¢ naturalnego tadunku NBO zostala przewidziana dla atomu azotu
w anilinie, w ktorej to czasteczce atom azotu nie musi konkurowaé¢ z fluorowcami
o gestos¢ o elektronowa wyciagana z pierscienia. Warto zwrdci¢ tez uwage na bardzo
niska gesto$¢ elektronowa na atomie azotu (-0,572e) w kationie rodnikowym aniliny,
zwiazang ze ,,sptaszczeniem” grupy aminowe;.

Na podstawie naturalnej teorii rezonansowej (natura rezonanse theory) [56] mozna
okresli¢ udzial poszczegélnych struktur kanonicznych. Na rysunku 6 przestawiono
wiodace struktury rezonansowe dla A, A" oraz PFA. Dla czasteczki aniliny przewazaja
dwie formy odpowiadajace strukturom Kekulégo (razem 67,34%). Trzecia struktura
rezonansowa aniliny odpowiada strukturze chinonu, ktoéra jest wiodaca struktura dla
rodnika kationowego aniliny. Jak wspomniano, w przypadku rodnika kationowego aniliny,
analiza NBO wskazuje na istnienie dwoch orbitali nee (meacs | mescs) 0raz jednego orbitalu
ncin odpowiedzialnego za splaszczenie rodnika. Zgodnie z tabela 2, naturalny tadunek
NBO na atomie azotu w A" jest ponad 0,2e wyzszy niz W pozostatych omawianych
zwiazkach, co potwierdza poprawnos¢ struktury przestawionej na rysunku 6. Natomiast
naturalny tadunek NBO przypisany atomowi wegla C4 (-0,38e), zwiazany jest z wolng
para elektronowa LP1(C4) o obsadzeniu ,tylko” 0,58317e, wykreowana w kationie

rodnikowym aniliny.
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Sposrod  wszystkich halogenoanilin, w czasteczce PFA, obserwowany jest
najmniejszy udziat dwoch struktur referencyjnych (tylko 48,12%). Pozostaly udziat
stanowia struktury wynikajace z delokalizacji wiazan chemicznych wptywajace na
stabilizacje struktury czasteczki. Nalezy zaznaczy¢, ze ze wzgledu na przyjety formalizm
zapisu, tadunek dodatni zaznaczono przy atomie azotu, jednak szczegdétowa analiza

pokazuje iz jest on rozmyty takze na czg$¢ atomow uktadu aromatycznego.

H, H H _H H_H H H
A N N |N+ |N+
O~ . >~ Cc’ —
—
C_
33,67% 33,67% 4,71% 3,80%
A+ H\ /H H\ /H H\ /H
N+ N+ N+
| I I
=01 7 =71
7 X
44,37% 13,21% 13,21%
pra H. H H H H H
N N NF
F F F F F F | F
. .
= = |
F F F F F F cI: F
F F F
24,06% 24,06% 4,33% 4,33% 3,31%

Rys. 6. Udziat procentowy wiodacych struktur rezonansowych dla czasteczek aniliny,

rodnika kationowego aniliny oraz 2,3,4,5,6-pentafluoroaniliny.

W gornej czesci tabeli 3 przedstawiono obsadzenie orbitalu wiazacego o(C1-N)
NBO oraz orbitali wolnych par elektronowych dla atomu azotu LP (N) i atomow
halogenow LP (X). Natomiast w dolnej czgsci tabeli przedstawiono wartosci energii
stabilizacji, wyznaczonej na podstawie rachunku zaburzen drugiego rzedu.

Zgodnie z oczekiwaniami najnizsza ggstos¢ elektronowa dla wiazania o(C1-N),
obserwowana jest dla rodnika kationowego aniliny oraz PFA i 3FA, w ktorych to
czasteczkach dlugosci wigzania C1-N byly najkrotsze. Dla rodnika kationowego aniliny,

orbital wolnej pary elektronowej LP (N) tworzony jest jedynie przez elektrony o, dlatego
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obsadzenie orbitalu LP (N) dla A" jest o okolo polowe niZsze, niz w przypadku
pozostatych zwiazkow. Takze energia stabilizacji LP(N7)—>n CC w przypadku A* jest
jedynie wynikiem oddzialywania elektronéw alfa (orbitalu LP(N7) o czystej hybrydyzacji
typu p, bedacego donorem a gestosci elektronowej i akceptorem o, gestosci elektronowe;,
w postaci orbitali antywiazacych n CC NBO).

Dla pozostatych zwiazkoéw obserwujemy spadek gestosci elektronowej na orbitalu
wolnej pary elektronowej atomu azotu zgodnie z kolejnoscia: 4FA > A > 4CIA > 4BrA >
2FA > 3FA > PFA. Zwiazane jest to ze zmiang energii oddzialywania pomiedzy wolna
para elektronowa na atomie azotu LP(N7), bedacej donorem ggstosci elektronowe;,
a chmura n-elektronowa bedaca akceptorem gestosci elektronowej [8]. W przypadku 4FA
warto$¢ energii stabilizacji jest najnizsza, co tlumaczy wysoka gestos¢ elektronowa
na orbitalu wolnej pary elektronowej LP (N). Dla kolejnych zwiazkéw w wymienionym
szeregu energia stabilizacji LP(N7)—n CC systematycznie rosnie redukujac wielkogé
gestosci elektronowej na orbitalu LP(N) w tych czasteczkach.

Podobna zalezno$¢ obserwujemy w przypadku oddziatywania trzeciej wolnej pary
elektronowej atomu halogenu z chmura nad pierscieniem aromatycznym. Najnizsza
warto$¢ energii  stabilizacji LP3(X)—>n*CC zostala wyznaczona dla 4BrA, gdzie
obserwowane jest najwigksze obsadzenie orbitalu trzeciej wolnej pary elektronowej
LP3(Br). Dla para-halogenoanilin pokazano [8], iz chlor i brom indukuja wzmocnienie
przekazywania gestosci elektronowej z orbitalu LP(N) do ukladu aromatycznego,
natomiast silne oddzialywanie LP3(F)—>n*CC powoduje ostabienie oddzialywania
stabilizujacego pomigdzy orbitalem wolnej pary elektronowej atomu azotu z m-ggstoscia
elektronowa. Dlatego porownujac para-halogenoaniliny, 4BrA posiada najbardziej
sptaszczona grupg aminowa, a 4FA grupg aminowa o najwigkszej piramidalizacji [8].

Zestawiajac wartosci energii oddziatywania LP3(F)—>=*CC dla fluoro pochodnych
aniliny, zar6wno analizujac dane dla mono-fluoroanilin, jak i dla PFA, obserwujemy
najwyzsza warto$¢ energii stabilizacji dla fluoru podstawionego w pozycji meta,
co odpowiada najmniejszej gestoscia elektronowej na oblitalu wolnej pary elektronowej
LP3(F9). Najwyzsza warto$¢ energii stabilizacji dla 3FA, rzutuje takze na to, iz 3FA jest

najbardziej stabilnym izomerem strukturalnym sposréd mono-fluoroanilin”.

“ Dla mono-fluoroanilin energia ZPVE (kJ/mol) odniesiona do najbardziej stabilnego izomeru 3FA wynosi:
3,80 (2FA); 0,00 (3FA) oraz 9,95 (4FA) [34].
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Tabela 3. Obsadzenie (e) wybranych orbitali NBO oraz energie stabilizacji donor — akceptor
NBO (E?, kcal/mol) wyznaczone w programie GenNBO 5.0 - metoda B3LYP, baza funkcyjna
6-311++G(df,pd).

eleﬁfﬁé‘r’]if,va A A* | 2FA | 3FA | 4FA | 4CIA | 4BrA | PFA
5(C1-N) 1.9918 | 1,9908 | 1.9903 | 1.9918 | 1.9916 | 1.9917 | 1.9917 | 1.9884

LP (N) 1.8508 | 0,0135 | 1.8427 | 1.8411 | 1.8580 | 1.8478 | 1.8456 | 1.8294

1.9335,

LP3 (X) - - 1 1.9363 | 1.9272 | 1.9346 | 1.9391 | 1.9470 |1.9253,

1.9296,

_)Zli’?eogtor A A" | 2FA | 3FA | 4FA | 4CIA | 4BrA | PFA
LP(N7)—>m*CC | 27.14 | 38.31, | 28,55 | 28,99 | 26.15 | 27.70 | 28.08 | 32,57
17,80,

LP3(X)>m*CC | - - | 1628 | 19,07 | 17.09 | 1153 | 9.11 |1976m
18,51,

X = F, Cl, Br w zaleznoéci od czasteczki. Oznaczenie indeksow dolnych w tabeli: o - elektrony «;
B - elektrony B; 0 — pozycja orto, m — pozycja meta, p —pozycja para

1.5.3 Widma oscylacyjne

W tabelach 4-11 oraz na rysunkach 7-15 zestawiono widma oscylacyjne A, A",
2FA, 3FA, 4FA, 4CIA, 4BrA i PFA [7, 33, 34, 35]. Wyznaczone teoretycznie liczby
falowe w przyblizeniu harmonicznym, dla czgstosci odpowiadajacym drganiom
rozciagajacym v(C-H) oraz v(N-H) zostaly przeskalowane z uzyciem wspotczynnika
skalujacego rownego 0,958, natomiast dla pozostatych drgan o czgstosci ponizej
2000 cm™, uzyto wspotczynnika skalujacego 0,983. W celu doktadniejszego opisu
teoretycznych i eksperymentalnych drgan oscylacyjnych w tabelach przedstawiono takze
rozktad energii potencjalnej drgan normalnych (potential energy distribution, PED).
Peten opis symboli uzytych do opisu drgan charakterystycznych [2, str. 302] wraz
z definicja wspotrzednych wewngtrznych uzywanych w analizie drgan normalnych

zawarto w tabeli 12.
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Tabela 4. Anilina (A). Zestawienie eksperymentalnych (cm™) i teoretycznych liczb
falowych (®, cm™), intensywnosci pasm teoretycznego widma IR (AR, km/mol),

aktywnosci ramanowskich (S¥, A*/amu) wraz z rozktadem energii potencjalnej (PED).

Obliczenia wykonano metoda B3LYP w bazie 6-311++G(df,pd) [33].

Sym? Exp® o AR SR PED (%) {faza}

1 A” 3508 3526 171 56.0 v,4NH, (100)

2 A’ 3422 3430 20.3 194.9 vNH, (100)

3 A'(2) 3072 3060 117 247.9 v(CsH) (+67), v(Cs-H) (+15), v(Cs-H) (+15)

4 A”(20b) 3050 3044 330 234 v(CyH) (+41), v(Cs-H) (-41)

5 A’(7a) 3037 3038 4.1 166.8 v(CsH) (+29), v(Ce-H) (-20), v(Cs-H) (-20),
v(Cz-H) (-15), v(Ce-H) (-15)

6 A”(7b) 3022 3.6 108.8 v(C,-H) (+41), v(Ce-H) (-41)

7 A(13) 3025 3021 17.1 16.7 v(CpH) (+33), v(Cs-H) (+33), v(Cs-H) (-15),
v(Cs-H) (-15)

8 A 1618 1632 160.9  30.3 sciss NH, (72), v(C-C) (16)
9 A’(8a) 1608 1617 241 16.7 sciss NH, (+26) , v(Co-Cs) (-17), v(Cs-Cq) (-17)

10 A”(19b) 1470 1477 14 12 v(CsCy) (+18), v(C4-Cs) (-18), v(C1-Cp) (-17),
v(C1-C) (+17), BCH (15)

11 A”(8b) 1594 1599 14 3.7 BCsH (+16), BCsH (-16), BCH (+13),
BCH (-13), v(C-C) (36)

12 A’(19a) 1503 1508 665 5.4 BC,H (+25), v(Co-Cs) (-15), v(Cs-Cs) (+15),
BCH (26)

13 A”(3) 1340 1349 00 0.3 BC,H (+22), BCeH (+22), BCsH (+16),
BCsH (+16), BC4H (+12)

14 A”(14) 1324 1323 7.2 1.6 v(C;-Cy) (+14), v(C1-Cs) (-14), v(C,-C5) (-12),
v(C3-C4) (+14), v(C4-Cs) (-14), v(Cs-Cs) (+12),
BCH (11), p\NH, (8) {Kekulé mode}

15 A’(20a) 1282 1280 726 13.3 v(Ci-N) (+51), Baring (+11), BCH (18),
v(C-C) (16)

16 A’ (92 1176 1183 113 2.8 BC,H (+20), BCeH (-20), BCsH (-19),
BCsH (+19), v(C-C) (22)

17 A”(9b) 1152 1163 21 4.1 BC.H (+35), BCsH (-20), BCsH (-20),
v(C-C) (18)

18 A”(I18b) 1115 1115 50 2.3 rock NH, (+27), BC,H (+14), BCeH (+14),
BC4H (-11), v(C-C) (30)

19 A” 1054 1043 26 0.1 rock NH, (43), v(C-C) (46), BCH (11)
20 A’(18a) 1028 1031 35 182 v(Cs-Cy) (+29), v(C4s-Cs) (+29), BCH (24)
21 A’(12) 996 996 2.7 349 Byring (65), v(C-C) (34)
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24
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26
27

28
29
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31

32
33
34
35
36

A’ (5)
A” (17a)
A’ (17b)

A’ (1)

A” (10a)
A’ (11)

A’ (4)
A” (6b)
A
A’ (6a)

A’ (16b)
A” (16a)
A
A
K

968
957
875

822

812
755

688
619
(541)
526

501
415
390
277
217

966
951
873

819

816
752

689
626
541
525

489
410
377
289
217

0.1
0.0
6.9

4.9

0.0
69.2

27.6
0.3
107.0
48.7

166.0
0.2
0.3

16.8
5.6

0.2
0.0
0.1

21.8

0.2
1.4

0.2
4.5
7.9
15

1.0
0.0
0.6
0.3
0.8
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(trigonal ring breatching)
YC4H (+30), yCsH (-29), vCsH (-29)
YCsH (+35), yCsH (-35), YC,H (-15), yCsH (+15)

yC2H (+31), yCeH (+31), yC4H (-27),
7(CiN) (-11)

V(Ci-N) (+23), v(C4-C,) (+19), v(C1-Ce) (+19),
B1ring (16), Boring (13)
YCH (+36), YCeH (-36), yCsH (+14), yCsH (-14)

YC4H (+36), v(CaN) (-24), taring (13),
’YC3H (+10), ’YC5H (+10)

11ring (87), yC-H (10) (ring puckering mode)
Bsring (85), v(C-C) (10)
inv NH, (47), B.ring (34)

Baring (43), inv NH; (15), v(C:-N) (14),
7(C:N) (10)

inv NH, (35), y(C;1N) (27), aring (21)

T,ring (75), 13ring (25)

BC:iN (82), v(C-C) (10)

tNH, (100)

t3ring (54), y(C1N) (17), toring (17), tiring (11)

® A’ — drganie symetryczne’, A” — drganie asymetryczne (oznaczenie notacji Wilsona dla drgan

pierScienia benzenowego [57]);

® Czestosci eksperymentalne [58] oraz zgodne z oznaczeniami w [33];

¢ Liczby falowe od 1 do 6 zostaly przeskalowane z uzyciem wspotczynnika skalujacego réwnego 0,958,

pozostate drgania przy uzyciu wspotczynnika 0,983,;

¢ W tabeli zaznaczono udzialy dominujacych PED stosujac oznaczenia v- rozciaganie (Stretching mode);

8- zginanie w plaszczyznie czasteczki (in-plane deformation); y- zginanie poza plaszczyzng czasteczki

(out-of-plane deformation); t- drganie deformacyjne (deformation mode); sciss — drganie nozycowe;

rock —drganie wahadtowe; inv — drganie wachlarzowe (inwersja); tors — drganie torsyjne. Faza drania

zostata oznaczona znakiem: plus odpowiada zginaniu w ptaszczyznie (lub poza ptaszczyzng) zgodnie

z ruchem wskazowek zegara, minus w przeciwnym kierunku.

* Symetria drgania odniesiona do plaszczyzny prostopadlej do powierzchni ukfadu aromatycznego
przechodzacej przez atomy C1, C4 i N7 (grupa symetrii Cs).
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Tabela 5. Kation rodnikowy aniliny (A"). Zestawienie eksperymentalnych (cm™)
i teoretycznych liczb falowych (o, cm™), intensywnosci pasm teoretycznego widma IR
(AR, km/mol), aktywnosci ramanowskich (S®, A%amu) wraz z rozkladem energii
potencjalnej (PED). Obliczenia wykonano metoda UB3LYP w bazie 6-311++G(df,pd)
[33].

Sym. Exp° o°> AR  S®  PED (%)’ {faza}

1 B, 3488 3498 950 485 v,NH, (100)

2 A, 3395 3391 257.7 120.0 v,NH, (100)

3 A 3080 2.4 260.0 v(CyH) (+32), v(Cs-H) (+32), v(Co-H) (+31)
4 B, 3076 3.8  40.2 v(Cy-H) (+46), v(Cs-H) (-46)

5 A 3066 0.0 719 v(C,-H) (+64), v(Cs-H) (-10), v(Cs-H) (-10)
6 B, 3057 14 622 v(CpH) (+46), v(Cs-H) (-46)

7 A 3056 0.0 423 v(C,-H) (+40), v(Ce-H) (+40)

8 A, 1635 1646 1149 12.0 sciss NH, (86), v(Ci-N) (12)

9 A, 1594 1604 280 68.6 v(C,-Cs) (+25), v(Cs-Cs) (+25), BCH (24)
10 B, 1515 1524 129 16 BC,H (+28), v(C,-Cs) (-15), v(Cs-Ce) (+15)
11 A, 1483 1491 767 129.8 v(C,-N) (+23), BCsH (+13), BCsH (-13)
12 B, 1434 1449 54 9.0 BCsH (16), BCsH (16), v(Ci-Cy) (-13),

v(C1-Ce) (13)
13 B, 1351 14 1.1 BC4H (+23), BC,H (+21), BCsH (+21)
14 B, 1360 1361 106 15 v(C-C) (76) " (Kekulé mode)
15 A, 1385 1375 1.4 35.9 v(Cy-N) (+42), BCsH (-10), BCsH (+10)
16 A, 1188 1193 0.1 21.6 BC,H (+21), BCeH (-21), BCsH (-16), BCsH

(+16)
17 B, 1171 02 0.0 BCsH (+21), BCsH (+21), BC4H (-19), v(C-C)
(20)
18 B, 1107 1113 123 2.0 BC,H (+21), v(Cs-Cs) (-16), v(Cs-Cs) (+16)
19 B 1010 0.0 0.1 rock NH, (59), v(Ci-C,) (+13), v(C1-Ce) (-13)

20 A, 993 992 8.6 265 v(CsC,) (+31), v(Cs-Cs) (+31), BCH (16)

21 Ay 982 979 0.4 12.4 Byring (63), v(C-C) (31)
(trigonal ring breatching)

22 B 1004 1.0 0.0 yCsH (+32), yCsH (+32), yC4H (-26)

23 A 995 00 0.1 yCsH (+35), yCsH (-35), YC,H (-15), yCsH (+15)
24 B, 913 928 52 0.4 yC,H (+37), yC;H (-28), yCsH (-28)

25 A, 814 811 03  23.0 v(C;-Cy) (+28), v(C1-Ce) (+28), v(Cy-N) (+18)
2% A 804 00 0.2 yC,H (+33), yCeH (-33), yCsH (+14), yCsH (-14)
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B, 785 785  70.6 0.5 yC;N (+27), nuring (23), yCH (-21)

B, 622 626 119.6 0.2 tring (50), yCiN (+13), YNH, (-12), yC,H (+10)
(ring puckering mode)

B, 1582 585 06 2.9 Baring (76)

B, 652 639 828 0.6 invNH,(85)

A, 519 524 1.0 17.3 Byring (82)

B, 442 444 105 0.1 tring (36), yC:N (33), tring (28)

A 361 00 0.0 wring (72), tsring (24)
B, 38 383 27 1.3 BCN (79), Baring (10)
A, 555 00 0.3 tors NH, (90)

B, 179 181 73 0.2 tyring (53), yC:iN (19), T.ring (17)

# Oznaczenie symetrii drgania wzgledem ptaszczyzny A* (grupa symetrii Cyy);

P Czestosci eksperymentalne [59] oraz zgodne z oznaczeniami w [33];

¢ Liczby falowe od 1 do 6 zostaty przeskalowane z uzyciem wspotczynnika skalujacego réwnego 0,958,

pozostate drgania przy uzyciu wspotczynnika 0,983;

¢ W tabeli zaznaczono udzialy dominujacych PED stosujac oznaczenia v- rozciaganie (stretching mode):;

8- zginanie w ptaszczyznie czasteczki (in-plane deformation); y- zginanie poza plaszczyzng czasteczki
(out-of-plane deformation); t- drganie deformacyjne (deformation mode); sciss — drganie nozycowe;
rock —drganie wahadlowe; inv — drganie wachlarzowe (inwersja); tors — drganie torsyjne; tot —
sumaryczny udziat danych drgan. Faza drania zostala oznaczona znakiem: plus odpowiada zginaniu
w plaszczyznie (lub poza plaszczyzna) zgodnie z ruchem wskazowek zegara, minus w przeciwnym

kierunku.
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Tabela 6. 2-fluoroanilina (2FA). Zestawienie eksperymentalnych (widma IR oraz Ramana)
oraz teoretycznych liczb falowych w przyblizeniu anharmonicznym (@an, cm™)
I harmonicznym (o, cm™), intensywnosci pasm teoretycznego widma IR (A'R, km/mol),
aktywnosci ramanowskich (S¥, A*/amu) i teoretycznych intensywnoséci ramanowskich

(lann?) wraz z rozktadem energii potencjalnej (PED). Obliczenia wykonano metoda B3LYP
w bazie 6-311++G(df,pd) [34].

Exp. IR*  Exp.R woan® o8 AR ST Lt PED (%)® {faza}
1 3520 m° 3530 3538 30 484 16 v,NH,(100)
2 3429m° 3380br 3439 3437 36 1831 66 v,NH, (100)

3220 w overtone 2v; (2:1632)

3 3070sh 3078 m 3068 3069 4 2177 98 Vv(Cs-H) (+48), v(C4-H) (+44)
4 3050w 3060sh 3052 3057 10 656 30 v(Cs-H) (+47), v(Cs-H) (-26),
v(C4-H) (-24)
5 3050sh 3054 3046 8 1008 46 v(Ce-H) (+45), v(Ce-H) (-30),
v(Ce-H) (+20)
3026w 3017 3030 8 624 29 v(Ce-H) (+77), v(Ce-H) (-21)
7 1632s  1631m 1628 1638 124 47.0 61 sciss NH, (31), v(Co-Cs) (+16),
v(Cs-Ce) (+14)
8 ov 1604 1612 10 3.1 4 sciss NH, (63)
9 1586 m 1587w 1585 1598 11 5.2 7 v(C3-Cy)(+21),v(C1-Cg)(+20),
v(C1-C;)(-11),v(C4-Cs)(-10)
10 1505vs 1506w 1508 1517 152 2.0 3 BCsH (-27), BCeH (+24),
V(C1-C5)(+10),v(C4-C5)(-10)
11 1464m 1460br 1472 1471 10 14 2 BCsH (+25), BC.H (+23),
V(Cs-Ce) (+12), v(C2-Cy) (-10)
12 1328m 1329w 1329 1338 10 45 8 v(Ci-Cq) (+18), rock NH, (14),
v(Cy-Cs) (+13)
13 1304m 1306w 1310 1311 51 57 10 BCeH (+29), v(Ci-N) (+20),
v(Cs-Ce) (-14)
14 1270m  127Am 1275 1277 37 7.6 14 BCsH (+34), v(Ci-N) (-16),
v(C2-C3) (+15)
15 12065 1207w 1194 1200 95 7.7 15 v(C,-F) (+42), Baring (20),
v(Cs-Cy) (-11)
16 1155w 1156 w 1171 1164 4 3.1 6 PBCsH (+39), BC4H (-18),
BCeH (-17), v(C4-Cs) (+10)
17 1134w 1137w 1135 1134 15 51 11 BC,4H (+23), rock NH;(18),
BCsH (-17), BCeH (-11)

18 ov 1082 948 0 02 05 yCsH (+66), yC,H (-35),
YCeH (-16)
19 1067 w 1052 1054 5 3.7 9 rock NH, (26), v(Cs-Ca) (+19),

V(CrCs) (-13)
20 1026w  1027s 1024 1026 6 232 57 v(C4-Cs) (+30), v(Cs-Cs) (+18),
rock NH, (18)
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923 w 953 920 5 00 0 yC;3H (+60), yC4H (-22),
yCeH (+21)

860 w 865 w 855 851 12 20 6 Piring (48), v(C1-N) (+15),
v(C,-F) (-10)

850 sh 856 837 1 00 0 yCgH (+54), yCsH (-28),
vC,H (-10)

Ov 764 vs 766 762 19 284 100 v(C;-C,) (+31), v(Co-F) (+19),
Baring (18)

746 s 749 744 89 10 4 yC4H (+41), yCsH (+28),
vCsH (+13), yCeH (+13)

Ov 792 701 1 05 2 1ring (56), yCiN (+32),
YC,F (-19)

573m  575m 586 579 1 86 41 Bagring (47), Boring (25)

555 m 585 559 9 05 2 1yring (45), T.ring (20),
yCiN (+20), yC,F (-14)

537m  539m 519 536 28 5.2 29 Bring (28), BCiN (+15),
Bsring (14), BC,F (+14)

448m 454w 442 445 30 0.2 1 14ring (48), Tring (21),
yC,F (+18), yC:N (+13)

437sh 436w 438 434 1 04 3 PBC,F (+28), Boring (24),
BCiN (+17)

355 br 329 332 17 08 7 tors NH, (88)

299m 297 m 300 291 5 05 5 BCiN (+50), BC,F (-34)

285 sh 285 278 9 12 13 yC,F (+35), Taring (35),
yCiN (+19)

200w 200m 187 182 3 14 23 1,ring (56), Taring (26),
11ring (20)

(49.7) 324 504 231 18 16 inv NH, (77)

% Objasnienia skrotow: s- silne (strong); m- érednie (medium); w- stabe (weak); br- szerokie (broad);
v- bardzo (very); ov — nadton (overtone)

® Czestosci drgah w przyblizeniu anharmonicznym (nieskalowane)

¢ Liczby falowe od 1 do 6 w przyblizeniu harmonicznym zostaly przeskalowane z uzyciem
wspotczynnika skalujacego réwnego 0,958, pozostate drgania przy uzyciu wspdtczynnika 0,983;

¢ W tabeli zaznaczono udzialy dominujacych PED stosujac oznaczenia v- rozciaganie (Stretching mode);
8- zginanie w plaszczyznie czasteczki (in-plane deformation); y- zginanie poza plaszczyzng czasteczki
(out-of-plane deformation); t- drganie deformacyjne (deformation mode); overtone — nadton; sciss —
drganie nozycowe; rock —drganie wahadlowe; inv — drganie wachlarzowe (inwersja); tors — drganie
torsyjne. Faza drania zostala oznaczona znakiem: plus odpowiada zginaniu w ptaszczyznie (lub poza
plaszczyzna) zgodnie z ruchem wskazowek zegara, minus w przeciwnym kierunku.

¢ Czestosci dla fazy gazowej z [60]. Odpowiadajace im czestoéci dla fazy cieklej, wynosza odpowiednio
3459 i 3376 cm™.

" Zgodnie z [40] (2FA w fazie gazowej)
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Tabela 7. 3-fluoroanilina (3FA). Zestawienie eksperymentalnych (widma IR oraz Ramana)
oraz teoretycznych liczb falowych w przyblizeniu anharmonicznym (@amn, cm™)
I harmonicznym (o, cm™), intensywnosci pasm teoretycznego widma IR (A'R, km/mol),
aktywnosci ramanowskich (S¥, A*/amu) i teoretycznych intensywnoséci ramanowskich

(lann?) wraz z rozktadem energii potencjalnej (PED). Obliczenia wykonano metoda B3LYP
w bazie 6-311++G(df,pd) [34].

Exp. IR*  Exp.R woan® on° AR St It PED (%)® {faza}

1 3516 m° 3518 3536 21 541 20 v,NH, (100)

2 3427 m° 3430 3437 29 1888 73 v,NH, (100)

3223 m overtone 2v; (2:1623)

3 3086sh 3090sh 3070 3078 1 1405 68 v(C,H) (94)

4 3062m 3062m 3048 3056 2 121.7 60 v(C,-H) (98)

5 3045vw OV 3042 3050 14 89.8 44 (Cs-H) (+68), v(Cs-H) (+25)
6 3032w 3035sh 3032 3033 9 647 32 v(CeH) (+74), v(Cs-H) (-25)
7 1623vs 1625sh 1619 1636 269 38.0 54 sciss NH, (46), v(C,-Cs) (+14),

V(Cs-Ce) (+13)
8 1614vs 1614m 1610 1624 18 5.9 8 sciss NH; (52), v(C,-Cs) (-14),
V(Cs-Co) (-12)
9 1590s 1590w 1587 1602 85 2.6 4 v(Cs-C4)(+21),v(Cs-Cy) (-18),
V(C4-Cs) (-17),v(C4-Ce) (+13)
10 1495vs 1497 1494 1503 92 1.8 3 BCsH (+40), BC,H (-17),
vw v(Cs-Cy) (-11), v(C1-Cs) (+10)
11 1475sh 1468 1476 15 0.6 1 v(C,-Cj) (+19), BCsH (+19),
v(C1-Cy) (+12), BC4H (-12)
12 1328 m 1329w 1328 1331 16 3.9 7 v(C-C) (total 55), rock NH, (10)
13 1311 m 1314w 1312 1317 19 6.1 12 v(Cy-N) (+25), BCsH (+12),
V(C2-Cy) (-11), BCeH (+11)
14 1284m 1285m 1287 1290 39 11.0 22 BC,H (+20), BC4H (+17),
v(Cs-F) (-11), BCsH (+11)
15 1170 m 1171w 1178 1177 24 1.1 3 BCsH (+33), v(Cs-F) (-14),
BCeH (-11), v(Cs-Cs) (-10)
16 1146vs 1147w 1152 1151 102 3.8 9 v(Cs-F) (+25), BC,H (+23),
BCeH (-20)
17 1100 sh 1095 1101 2 4.3 10 rock NH, (30), BC4H (+20),
BCeH (-12), v(C4-Cs) (-10)
18 1061m 1063w 1049 1057 4 2.3 6 v(C-C) (41), rock NH, (33),
PC4H (14)
19 ov 1029 952 1 0.3 1 yCsH (+81), yCsH (-20), yC4H (-15)
20 1000 m 1001vs 1005 998 36.9 100 Byring (78)
(trigonal ring breatching)
21 9525 954 w 956 954 36 3.2 9  V(Ci-Ce) (+22), v(Cs-F) (-13),
V(Ci-N) (+11), v(C4-Cy) (+10)

~
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842 s

768 s

742 m
682 m

592 w
533 w
516 m

462 sh
453 m
355 br

320 w

244 vw
228 m

(52.8)"

845 vw

767 w

743 s

610 vw
536 m
518 w

465 vw

323 w

246 m
220 sh

871
871

775

745
727

607
531
518

463
451
304

320

236
219
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852
836
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743
673
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451
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232
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4
36
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16

11
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11
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0.1
0.1

0.6

18.4
0.1

1.5
8.8
4.1

0.1
0.3
0.0

1.3

2.1
0.6

1.3
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vC4H (+49), yCeH (-43), yC,H (+10)
YC2H (+85), y(CiN) (-16),

YCeH (+11)

YCaH (+37), yCeH (+27),

YCsH (+21)

Bsring (31), Biring (29), v(C-F) (12)

11ring (89), yC;N (10)
(ring puckering mode)

yCsF (+40), yC:N (-36), taring (17)
Baring (38), Baring (26)

Bsring (37), Boring (35),
v(Cs-F) (11)

BCsF (+49), BCiN (+35)

Toring (73), yCsF (+10), yC;N (+10)
tors NH, (68), BC;N (+12),

BCsF (-11)

BCiN (+34), tors NH, (30),

BCsF (-22)

taring (77), yCsF (18)

Toring (32), t1ring (23),

vCiN (22),73ring (17)

inv NH, (83)

# Objasnienia skrotow: s- silne (strong); m- $rednie (medium); w- stabe (weak); br- szerokie (broad);

v- bardzo (very); ov — nadton (overtone)

® Czestosci w przyblizeniu anharmonicznym (nieskalowane)

¢ Liczby falowe od 1 do 6 w przyblizeniu harmonicznym zostaly przeskalowane z uZyciem

wspolczynnika skalujacego rownego 0,958, pozostate drgania przy uzyciu wspotczynnika 0,983;

¢ W tabeli zaznaczono udzialy dominujacych PED stosujac oznaczenia v- rozciaganie (Stretching mode);

8- zginanie w ptaszczyznie czasteczki (in-plane deformation); y- zginanie poza plaszczyzng czasteczki

(out-of-plane deformation); - drganie deformacyjne (deformation mode); overtone — nadton; sciss —

drganie nozycowe; rock —drganie wahadtowe; inv — drganie wachlarzowe (inwersja); tors — drganie

torsyjne. Faza drania zostata oznaczona znakiem: plus odpowiada zginaniu w ptaszczyznie (lub poza

ptaszczyzna) zgodnie z ruchem wskazoéwek zegara, minus w przeciwnym kierunku.

¢ Czestosci dla fazy gazowej z [60]. Odpowiadajace im czestoéci dla fazy ciektej, wynosza odpowiednio
34613379 cm™.
f Zgodnie z [40] (3FA w fazie gazowej)
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Tabela 8. 4-fluoroanilina (4FA). Zestawienie eksperymentalnych (widma IR oraz Ramana)
oraz teoretycznych liczb falowych w przyblizeniu anharmonicznym (@amn, cm™)
I harmonicznym (o, cm™), intensywnosci pasm teoretycznego widma IR (A'R, km/mol),
aktywnosci ramanowskich (S?, A*/amu) i teoretycznych intensywnoséci ramanowskich

(lann?) wraz z rozktadem energii potencjalnej (PED). Obliczenia wykonano metoda B3LYP
w bazie 6-311++G(df,pd) [34].

Exp. IR®  Exp.R* @un® of AR S® L,,®  PED (%)" {faza}; symetria

1 3499 m° 3513 3523 17 535 13 v,NH, (100); A~
2 3414 m* 3365 br 3431 3428 19 183.8 47 viNH, (100); A’

3221w overtone 2v; (2-1625)
3 3073 m 3063 3066 2 229.7 74 v(Cs-H) (+47),v(Cs-H) (+47); A
4 3070 sh 3064 3066 4 473 15 v(C;z-H) (+48),v(Cs-H) (-48); A”
5 3051w 3035 3034 9 786 26 v(Cy-H) (+48),v(Ce-H) (-48); A~
6 3023w 3011w 3025 3034 16 70.3 23 v(Cy-H) (+47),v(Ce-H) (+47); A
7 1625m 1625vw 1623 1637 61 30.7 29 sciss NHy(47), v(C,-Cs) (+11),

V(Cs-Cg) (+11); A’

8 1608w 1610 1624 22 35 3 sciss NH; (52), v(C»-Cs) (-11),
v(Cs-Co) (-11); A’
9 ov 1599 1609 0 24 2 V(Cs-Cy)(+21),v(C4-Cs)(-21),

V(C1-C5)(-16), v(C1-Ce)(+16); A”
10 1509 vs 1510 vw 1510 1521 247 0.7 1 BC;3H (+17), BCsH(-17),

BC,oH (+13), BCeH (-13); A”
11 1435w 1440vw 1436 1445 0 04 0 v(CpCy) (+20), v(Cs-Co) (-20); A”

12 1321w 1320 1327 7 0.4 1 BCsH (+19), BCsH (+19),
rock NH; (+13); A”
13 1291sh 1294 1302 1 33 4 v(C-C) (total 74); A”

14 1273 m 1275m 1275 1279 28 216 28 v(C;-N) (+51), v(C,-Cy) (-10),
v(Cs-Ce) (-10); A’

15 1223s 1224 br 1223 1225 161 8.0 11 v(C4-F) (+42), Byring (14),
BCoH (+11), BCeH (-11); A”

16 1155w 1156 m 1160 1161 3 6.8 10 BC;3H (+25), BCsH (-25),
BC,H (-13),CeH (+13); A’

17 1117w 1125 1123 12 0.0 0 BC,H (+23), BCeH (+23),
rock NH; (18); A”
18 1076 w 1054 1058 3 2.0 3 rock NH; (52),v(C;-Cy) (+11),
V(Ci-Ce) (-11); A”
19 1011w 1010 1011 1 0.1 0 Byring (42), v(C-C) (total 40); A’
20 921w 989 910 2 0.2 0 yCsH (+37), yCsH (+37),
vCoH (-22), yCeH (-22); A’
21 ov 976 935 0 0.0 0 yC;zH (+32), yCsH (-32),

vC,H (-26), yCeH (+26); A”



22

23

24

25

26

27
28

29
30

31
32

33
34
35
36

850sh 853 vs 842 847 6 451 100 v(C-C) (total 62), Boring (15),
v(C4-F) (10); A’

827s  833s 849 825 77 1.2 3 yC,H (+27), yCeH (+27),
Y(C:N) (-19), yC4F (-10); A’

808 797 0 0.1 0 yC,H (+28), yCeH (-28),

yCsH (+21), yCsH (-21); A”

749 m 749 750 30 0.1 0 Byring (35), v(C4-F) (+23),
v(Cs-N) (-17); A’

685 br 700 w 759 688 2 15 4 1yring (68), YCiN (+19); A’
(ring puckering mode)

640w 642m 649 645 0 6.2 19 Baring (72); A”

507s 510w 493 500 97 0.8 3 yC;N (+25), yC4F (+21),
Taring (+19); A’

460m 462s 462 458 7.9 35 B.ring (74); A’

435w 437w 439 432 0.2 1 BC,F (+44), BCiN (+30),
Bsring (20); A”

420 sh 429 419 0 0.0 0 t,ring (87); A”

364w 367 m 365 353 8 2.8 16 yC,F (+44), t4ring (38),
YCiN (-22); A’

340w 338w 332 326 0 0.5 3 BCiN (+50), BC4F (-35); A~

280 w 333 259 18 0.2 1 tors NH, (100); A”

170 m 152 149 1 0.4 6 taring (63), Toring (21); A°
(31.7) 416 550 240 2.1 11 inv NH, (82); A’
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a Objasnienia skrotow: s- silne (strong); m- $rednie (medium); w- stabe (weak); br- szerokie (broad); v-
bardzo (very); ov — nadton (overtone)

b Czestosei w przyblizeniu anharmonicznym (nieskalowane)

¢ Liczby falowe od 1 do 6 w przyblizeniu harmonicznym zostaty przeskalowane z uzyciem
wspolczynnika skalujacego rownego 0,958, pozostate drgania przy uzyciu wspotczynnika 0,983;

¢ W tabeli zaznaczono udzialy dominujacych PED stosujac oznaczenia v- rozciaganie (Stretching mode);
8- zginanie w ptaszczyznie czasteczKi (in-plane deformation); y- zginanie poza plaszczyzne czasteczki
(out-of-plane deformation); t- drganie deformacyjne (deformation mode); overtone — nadton; sciss —
drganie nozycowe; rock —drganie wahadtowe; inv — drganie wachlarzowe (inwersja); tors — drganie
torsyjne. Faza drania zostata oznaczona znakiem: plus odpowiada zginaniu w plaszczyznie (lub poza
plaszczyzna) zgodnie z ruchem wskazowek zegara, minus w przeciwnym kierunku. A’ — drganie
symetryczne; A” — drganie asymetryczne.

¢ Czestosci dla fazy gazowej z [60]. Odpowiadajace im czestoéci dla fazy ciektej, wynosza odpowiednio
34413361 cm™

" Zgodnie z [40] (4FA w fazie gazowe;j).



Piotr Wojciechowski, E-chemia: Chemia kwantowa, 34

Tabela 9. 4-chloroanilina (4CIA). Zestawienie eksperymentalnych (widma IR oraz
Ramana) oraz teoretycznych liczb falowych w przyblizeniu harmonicznym (o, cm™),
intensywnos$ci pasm teoretycznego widma IR (A'R, km/mol) i aktywnosci ramanowskich

(SR, A*/amu) wraz z rozktadem energii potencjalnej (PED). Obliczenia wykonano metoda
B3LYP w bazie 6-311++G(df,pd) [7].

sym TR B oo AR St PED (%) {faza};
1 A" 3500 3529 19 588  v.NH, (100)
2 A" 3418 3432 28 217.1  v{NH, (100)

3 A" 3058 3059 3067 O 196.0 v(Cy-H) (+47), v(Cs-H) (+47)

4 A" 3043 3066 5 241 v(Cy-H) (+48), v(Cs-H) (-48)
5 A 3037 3033 17 885  v(Cy-H) (+47), v(Ce-H) (+47)
6 A" Ov 3033 9 87.4  v(CyH) (+48), v(Cs-H) (-48)

7 A" 1621 1621 1634 125 325  sciss NH, (80)
8 A" 1597 1602 1613 9 27.8  v(Cp-Cs) (+19), v(Cs-C) (+18), sciss NH, (18)

9 A" 1586 1591 1 0.9  v(Ci-Cp) (+19), v(C1-Ce) (-19), v(C3-Cy) (-18),
v(C4-Cs) (+18)
10 A" 1500* 1504 159 1.6 BC,H (+16), BCsH (-16), BC,H (+12),
BCeH (-12)
11 A" 1445 1435 1 0.0  v(Cy-Cs) (+20), v(Cs-Cs) (-20)
12 A" 1331* 1326 1 03  BCsH (+21), BCsH (+21)
13 A" 1291 1297 5 14 v(CsCy) (+23), v(C4-Cs) (-23)
14 A" 1283 1279 1282 91 13.1  v(Ci-N) (52)
15 A’ 1183 16 44  BC,H (+20), BCeH (-20), BCsH (-18),
BCsH (+18),
16 A" 1117 1130 10 0.3 BC,H (+19), BCeH (+19), rock NH, (13)
17 A" 1091 1090 1087 38  28.9  v(Cs-Cy) (+24), v(Cs-Cs) (+24),v(C,Cl) (-19)
18 A" 1055 1056 1 1.6 rock NH, (57), v(Ci-Cy) (+11), v(C4-Cy) (-11)
19 A' 1009 1002 1008 9 2.4 B1ring (83) (trigonal ring breatching)
20 A" 940 939 944 0 0.0  yCsH (+36), yCsH (-36), yCH (-22),
vCeH (+22)
21 A" 928 924 0 0.0  yCsH (+37), yCsH (+37), yC,H (-22),

vCeH (-22)



22
23
24

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

A 826
A 814*
A

A 699
A" 633
A 642
A

A" 495 *
A" 421
A" 404
A 379
A 311*
A

A" 242%
A

826

637

407*
379*

826
818
803

696
641
638
524
489
414
400
375
311
287
252
120

21
45

16
160
200

23.1
11.5
0.0

0.3
5.6
0.8
1.9
1.2
0.0
0.9
10.4
0.7
0.2
0.2
0.2
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V(Cl‘CZ) (+24), V(Cl'C5) (+24), V(Cl‘N) (+14)
vC,H (+20), yCesH (+20), y(C;N) (-17)

vC2H (+32), yCeH (-32), yCsH (+18),
vCsH (-18)

t11ing (88), yC:N (14) (ring puckering mode)
Bsring (78)

v(C4ClI) (+36), B2 ring (+32)

wag NH; (72)

v(C:N) (+30), wag NH, (18), t3ring (17)
T, ring (92)

BC.N (+64), BC,Cl (+16), Bsring (+13)
Baring (47), v(C4Cl) (39)

yC4Cl (+50), 11 ring (27), v(C:N) (-19)
tors NH, (99)

BC.CI (72), BC:N (16)

t3ring (72), yC4Cl (24)

% A’ — drganie symetryczne; A” — drganie asymetryczne.

b Objasnienia skrotow: ov — nadton (overtone); Dane eksperymentalne zaczerpnigte z [61] oraz jak

zaznaczono w [7].

° Liczby falowe od 1 do 6 w przyblizeniu harmonicznym zostaly przeskalowane z uzZyciem

wspotczynnika skalujacego réwnego 0,958, pozostate drgania przy uzyciu wspdtczynnika 0,983;

¢ W tabeli zaznaczono udzialy dominujacych PED stosujac oznaczenia v- rozciaganie (stretching mode):;

8- zginanie w ptaszczyznie czasteczki (in-plane deformation); y- zginanie poza plaszczyzne czasteczki

(out-of-plane deformation); t- drganie deformacyjne (deformation mode); overtone — nadton; sciss —

drganie nozycowe; rock —drganie wahadlowe; inv — drganie wachlarzowe (inwersja); tors — drganie

torsyjne. Faza drania zostata oznaczona znakiem: plus odpowiada zginaniu w ptaszczyznie (lub poza

plaszczyzna) zgodnie z ruchem wskazowek zegara, minus w przeciwnym kierunku.

* Charakter drgan przypisano ponownie, w odniesieniu do [40, 62].
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Tabela 10. 4-bromoanilina (4BrA). Zestawienie eksperymentalnych (widma IR oraz
Ramana) oraz teoretycznych liczb falowych w przyblizeniu harmonicznym (o, cm™),
intensywnos$ci pasm teoretycznego widma IR (A'R, km/mol) i aktywnosci ramanowskich

(SR, A*/amu) wraz z rozktadem energii potencjalnej (PED). Obliczenia wykonano metoda
B3LYP w bazie 6-311++G(df,pd) [7].

sym ©B BP0 AR S* PED (%)° {faza);

1A" 3502 3531 20 611  vuNH, (100)

2A" 3422° 3433 30 233.6 v,NH, (100)

3A" Ov 3066 O 184.2  v(Cs-H) (+47), v(Cs-H) (+47)
4 A" 3065* 3065 5 154 v(Cs-H) (+48), v(Cs-H) (-48)
5A" 3036 3032 17 97.1  v(C,-H) (+47), v(Ce-H) (+47)
6 A" Ov 3032 10 922  v(C,-H) (+48), v(Ce-H) (-48)

7A' 1623 1620 1633 131 316  sciss NH, (84)
8A' 1596 1596 1610 18 32.7  v(C,-Cs) (+20),v(Cs-Co) (+17), sciss NH, (14)

9A" 1572 1587 1 08  v(Ci-Cy) (+19), v(C1-Ce) (-19), v(Cs-Cy) (-17)
v(C4-Cs) (+17)

10A" 1489 1500 144 25  BCsH (+17), BCsH (-17), BC.H (+12), BCeH (-12)

11 A" 1425 1432 2 00  v(Cp-Cs) (+20), v(Cs-Ce) (-20)

12 A" 1326* 1326 0 05  BCsH (+24), BCsH (+24)

13A" 1312* 1297 6 1.0  v(Cs-Cs) (+25), v(C4-Cs) (-25)

14A" 1278 1283 106 13.0  v(C;-N) (52)

15A" 1178 1174 1185 18 82  BC,H (+20), BCeH (-20), BCsH (-19), BCsH (+19)
16 A" 1122 1131 9 0.4 BC,H (+19), BCeH (+19), rock NH, (13)

17 A" 1075* 1074* 1070 22 256  v(Cs-Ca) (+28),v(Ca-Cs) (+28), v(C4Br) (-12)

18 A" 1050 1055 1 1.3 rock NH, (57), v(Ci-C,) (+11), v(C1-Cg) (-11)

19 A’ 1006* 1008* 1003 13 3.8 B1ring (88) (trigonal ring breatching)

20 A" 946 944 0 0.0  yCsH (+36), yCsH (-36), yC,H (-21), yCeH (+21)
21 A" 923 924 0 01  yCsH (+38), yCsH (+38), yC,H (-22), yCsH (-22)
22 A" 831* 830* 823 23 224  y(Ci-C),) (+24), v(Ci-Ce) (+24), v(Ci-N) (+14)
23A' 812* 810* 815 41 137  yC,H (+19), yCeH (+19), (CiN) (-16)
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24 A" 804 0 0.0  yC,H (+32), yCeH (-32), yCsH (+17), yCsH (-17)
25A" 691 687 1 0.3 7, ring (89), yC:1N (15) (ring puckering mode)
26 A" 630 635 639 O 4.9 Bsring (79)

27TA' 602* 603 8 0.9  P,ring (45), v(C4Br) (25)

28 A' 518 150 1.7 wag NH, (54), v(CiN) (14)

29A' 495 484 212 14  wag NH, (40), v(C:N) (23), 1 ring (17)
30 A" 408 410 0 0.0  tring (97)

31A" 392 393 0 07  BCN(+70), BC,Br (+11), Bsring (+10)
32A 300% 295 3 13 yC,Br (+48), 1iring (23), y(C:N) (-19)
33A" 292 16 0.2  tors NH, (99)

34 A 202« 286 1 83  v(C,Br) (58), B,ring (31)

35 A" 211 0 01  PBC,Br(80), BC:N (10)

36 A 106 2 0.8  tyring (64), yC.Br (33)

% A’ — drganie symetryczne; A” — drganie asymetryczne.

® Objasnienia skrotow: ov — nadton (overtone); Dane eksperymentalne zaczerpnigte z [61] oraz jak
zaznaczono w [7].

¢ Liczby falowe od 1 do 6 w przyblizeniu harmonicznym zostaly przeskalowane z uzyciem
wspolczynnika skalujacego rownego 0,958, pozostale drgania przy uzyciu wspotczynnika 0,983;

¢ W tabeli zaznaczono udzialy dominujacych PED stosujac oznaczenia v- rozciaganie (Stretching mode);
8- zginanie w plaszczyznie czasteczki (in-plane deformation); y- zginanie poza plaszczyzne czasteczki
(out-of-plane deformation); t- drganie deformacyjne (deformation mode); overtone — nadton; sciss —
drganie nozycowe; rock —drganie wahadtowe; inv — drganie wachlarzowe (inwersja); tors — drganie
torsyjne. Faza drania zostata oznaczona znakiem: plus odpowiada zginaniu w ptaszczyznie (lub poza
plaszczyzna) zgodnie z ruchem wskazowek zegara, minus w przeciwnym kierunku.

* Charakter drgan przypisano ponownie, w odniesieniu do [40, 62].
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Tabela 11. 2,3,4,5,6-pentafluoroanilina (PFA). Zestawienie eksperymentalnych (widma IR
oraz Ramana) oraz teoretycznych liczb falowych w przyblizeniu anharmonicznym
(®anh, Cm'l) I harmonicznym (o, Cm'l), intensywnos$ci pasm teoretycznego widma IR
(AR, km/mol), aktywnosci ramanowskich (S¥, A*amu) i teoretycznych intensywnosci
ramanowskich (l.:n) wraz z rozkladem energii potencjalnej (PED). Obliczenia wykonano
metoda B3LYP w bazie 6-311++G(df,pd) [35].

Exp. IR* Exp.R*  om® o A® SR L% PED (%) {faza}; symetria

1 3515s 3516w 35456 3549.2 504 402 7.6 y,NH,(100); A”
2 3419s 3420m 34505 34440 66.1 158.0 31.8 y\NH, (100); A’

3 1671s 1670m 16617 16611 51.7 445 31.9 v(C-C) (65); sciss NH, (10);
Baring (10); A

4 1613w 16104 16289 2.6 21 1.6 v(C-C)(72); Bsring (11),
BCF (10); A”
5 16095 1595.3 16128 594 0.8 0.6 sciss NH, (87): v(C-C) (10): A’
6 15120 1517.7 3293 01 0.1 y(C-C) (52); v(C-F) (28); A”
1520

7 wvsbr 1521w 15127 15175 3888 11 0.9 v(C-C) (54); v(CsF) 13();
v(C1-N) 12(+); A’

8 1483 1480w 14739 14781 02 47 4.0 v(Ci-N) (17); v(C-F) (46);

w V(Ca-Cy) (34); A
9 1309w 1317.7 1317.3 37 31 3.0 v(C-C) (86); rock NH, (12); A”

(Kekulé mode)

10 1309 m 13109 13045 35 05 0.5 gyring (38); v(C-F) (53); A’

11 11725 1157.0 1168.7 931 0.4 0.5 rock NH, (44); v(C,-F) (18);
v(Ce-F) (18); A”

12 1157w  1159.3 1158.3 08 32 3.8 v(C-F) (52); v(Ci-N) (28);
v(C-C) (14); A”

13 11235 1117.7 11218 547 0.0 0.0 v(C-F) (64); rock NH, (14);
v(C-C) (14); A”

14 1001 vs 1008.2 1003.2 2274 03 0.4 v(C-F) (47); BCF (20);
v(C-C) (18); v(Ci-N) (15); A°

15 943vs 940.4 9452 1664 03 0.5 v(C-F) (50); rock NH, 13(-);
BC4F (17); v(C-C) (20); A”

16 756.8  755.9 0.0 0.0 0.1 BCF (77); BCiN (14); A”

17 7035 647.1 0.3 0.9 2.0 y(C,N) (60); yCF (40); A’

18 6743 6221 00 00 0.1 yCF(100); A”

19 615m 611w 5988 599.2 12.0 2.8 7.8 Byring (56); v(C-F) (29); A’



20

21

22
23
24
25

26

27
28
29
30
31
32
33
34

35
36

560 m

448 s

563 vvs

448 vs

395 ww* 397 s, br

347wt
322wt
305 vw*®

284 m®

268 w*

218 m°

202 w*

152 w*

354 s, br

288 vw

273 vw

224 w
202w, br

153 w

1073.0

558.8

207.0
434.8
447.3
3985

355.9

363.3
321.3
306.8
282.9
275.2
269.8
211.9
184.1

135.7
133.2

584.8

556.1

461.7
444.2
443 .4
386.8

339.0

334.2
318.7
304.6
281.6
272.4
266.9
206.1
184.0

134.6
132.6
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0.4

14

278.6
9.4
0.0
2.0

6.5

8.2
15
0.1
4.8
0.1
1.9
11
0.9

0.0
1.6

1.0

32.4

3.0
4.2
5.3
2.0

1.7

1.2
0.0
0.0
0.2
0.1
0.4
0.3
0.2

0.0
0.3

14

100

40.1
18.5
22.0
10.1

10.1

6.7
0.3
0.3
14
1.2
3.4
4.0
3.0

0.1
9.6

YC4F (+28); yCsF (-22);
yCsF (-22); tiring (-10);
Y(CiN) (-8); YyC,F (+5);
YCeF (+5); A’

v(C-C) (61); v(C4-F) (31); A’
(ring breathing)

inv NH, (91); A’
Baring (63); A’
Baring (67); A”

YCoF (22); yCoF (22); tors NH,
(22); yC3F (17); yCsF (17); A”

vC4F (36); v(C:N) (20); vCoF (11);
vCeF (11); yCsF (10); vCsF (10); A’

tors NH, (71); yCF (22); A”

BCF (68); v(C-C) (29); A’

BCF (61); v(C-C) (25); A”

BCF (52); BCiN (42); A”

BCF (82); Boring (16); A’
BCF(68);Bsring (14); CiN(13); A”
yCF (89); v(C:N) (11); A’

T1ring (90); A’
(ring puckering mode)

T,ring (80); tsring (20); A”
t3ring (80); toring (20); A’

a Objasnienia skrotow: s- silne (strong); m- $rednie (medium); w- stabe (weak); br- szerokie (broad);
v- bardzo (very).
® Czestosci drgafh w przyblizeniu anharmonicznym (nieskalowane)

¢ Liczby falowe od 1 do 6 w przbliZzeniu harmonicznym zostaty przeskalowane z uzyciem wspotczynnika

skalujacego rownego 0,958, pozostate drgania przy uzyciu wspotczynnika 0,983;

d

W tabeli zaznaczono udzialy dominujacych PED stosujac oznaczenia v- rozciaganie (stretching mode);

d- zginanie w plaszczyznie czasteczki (in-plane deformation); y- zginanie poza plaszczyzng czasteczki
(out-of-plane deformation); - drganie deformacyjne (deformation mode); overtone — nadton; sciss —
drganie nozycowe; rock —drganie wahadtowe; inv — drganie wachlarzowe (inwersja); tors — drganie

torsyjne. Faza drania zostata oznaczona znakiem: plus odpowiada zginaniu w plaszczyznie (lub poza

plaszczyzna) zgodnie z ruchem wskazowek zegara, minus w przeciwnym kierunku. A’ — drganie
symetryczne; A” — drganie asymetryczne.

Dane uzyskano na podstawie widma ATR-FT-IR (Attenuated Total Reflectance FT-IR) zmierzonego dla

warstwy PFA naniesionej na powierzchni¢ diamentu, przy uzyciu spektrofotometru FT—IR Vertex 70v
firmy Bruker z rozdzielczoscia 4 cm . Pomiar wykonano w Zintegrowanym Wydziatowym Laboratorium
Inzynierii i Badania Materiatow Zaawansowanych na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej.
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Table 12. Wspoéirzedne wewnetrzne uzywane w analizie drgan normalnych.

No | Definicja wspotrzednych wewnetrznych Opis drgania Symbol
S1 |r» 0 . Rozcigganie (C;-C,) v(C1-C))
S2 |3 Rozcigganie (C,-Cy) v(C»-C3)
S3 |r34 ) RozcigganieCs-C,) v(C3-Cy)
S4 rys % Q3 Rozcigganie (C4-Cs) v(C4-Cs)
S5 |rse 4 Rozcigganie (Cs-Cg) v(C5-Cg)
S6 |re 10 4 Rozcigganie (C1-Cg) v(C1-Cq)
S7 |rag / Rozcigganie (C,-Xg) v(Cy-X)
S8 130 4 < Rozcigganie (C3-Xs) v(Cs-X)
S9 |ra10 g_@ Rozcigganie (Cs-X10) v(C4-X)
S10|rs 13 1 , Rozcigganie (Cs-X11) v(Cs-X)
S11 rs 10 Rozcigganie (Cg-X15) v(Ce-X)
S12ry 7 Rozcigganie (C:-N-) v(C1-N)
S13 6™ (B261-BraztBazsBssatBossBsio) Deformacja pierscienia #1 Baring”
S14 [122(2-B5 6 1-B32.1-Baz.2+2-B354-B6.45-B1s.s) Deformacja pierécienia #2 B.ring
S15 |V2(B132-B24stBassPise) Deformacja pierscienia #3 Baring
S16 |2Y%(B1s2-P3s2) Zginanie w ptaszczyznie BC,Xg BC,X
S17 [2%(B,.05-Pass) Zginanie w ptaszczyznie PC3Xo BCsX
S18 |27Y(B3.10.4-Ps.10.4) Zginanie w ptaszczyznie BCaX1o BC4X
S19 [27"%(B4115Be.11.5) Zginanie w ptaszczyznie PCsXqy BCsX
S20 |27Y(Bs.12.6-B1.12,6) Zginanie w ptaszczyznie BCeX12 BCeX
S21 |2Y%(Bs 71-B27.4) Zginanie w ptaszczyznie pC;N; BC:N
S22 |yg123 Zginanie poza pfaszczyzng Xs yCoX
S23 (9234 Zginanie poza ptaszczyzng Xq 1CsX
S24 110345 Zginanie poza ptaszczyzng Xio yCyX
S25 |y11456 Zginanie poza ptaszczyzng Xi; yCsX
S26 |y1256.1 Zginanie poza ptaszczyzng Xi, YCeX
S27 |6V (110,34 2,345+ 13456 Ta5,6,1% T6,6,1.2-T6,1.2,3) Drganie torsyjne pierscienia #1° Tifing
S28 |Va(t1234-T3.456%T4.561-76,1,2.3) Drganie torsyjne pierscienia #2 T,ring
S29 12-1/2('11,2,3,4*’2'TZ,3,4,5"53,4,5,6'T4,5,6,1+2"55,6,1,2"56,1,2,3) Drganie torsyjne pierscienia #3 T3fing
S30 |272(r7 13+17.14) Rozciaganie symetryczne NH, veNH,
S31 2'1/2(r7,13—r7,14) Rozcigganie asymetryczne NH, VasNH»
S32 |6™"%(2-B13,147-B131.7-B1a.17) Drganie nozycowe NH,(Bs) sciss NH,
S33 [2%(B1s17-Bras7) Drganie wahadtowe NH; (Bas) rock NH,
S34 |y7612 Deformacja poza ptaszczyzng N-; 7(C1N)
S35 [y113714 Drganie wachlarzowe NH, inv NH,

(inwersja grupy NH,)
S36 [Va(t137.1.6+T137,1,2F 147,167 T14.7,1,2) Drganie skrecajgce NH, tors NH;

(drganie torsyjne NH,)°

% 1;; odleglo$¢ pomiedzy atomami i oraz j; Bijx kat plaski pomigdzy wektorami k-i oraz k-j; vijx kat plaski
pomigdzy wektorem k-i oraz plaszczyzng zdefiniowana przez atomy jkI; 7ijk kat dwuscienny pomigdzy
ptaszczyzna okre$long przez atomy i,j,k oraz plaszczyzna zdefiniowana przez atomy j,k,l.

® oddychanie pierscienia (trigonal ring “breathing” vibration).

¢ “falowanie” pier$cienia (ring puckering mode)

Y w literaturze drganie skrgcajace grupy NH; oznaczane jest takze jako twist HNo.
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1.5.3.1 Rodnik kationowy aniliny.

Ze wzgledu na specyficzne wlasciwosci rodnika kationowego aniliny, wynikajace
ze zmiany struktury elektronowej i geometrii czasteczki, korzystnie rodnik aniliny opisaé
osobno, podkreslajac charakterystyczne réznice w widmie oscylacyjnym w stosunku do
neutralnej aniliny.

Jak wspomniano, podczas jonizacji aniliny nastgpuje utworzenie formy typowej dla
chinonéw oraz zmiana geometrii czasteczki, powodujaca jej sptaszczenie 0raz zmiang
grupy symetrii z Cs na C,y. Zwigkszenia oddzialywania pomiedzy grupa NH;
i pierscieniem w A" powoduje skrocenie dlugosci wiazania C1-N o ponad 0,06A oraz
zwigkszenie czestosci (blue-shift) przypisana drganiu rozciagajacemu v(C1-N).

Zgodnie z analiza rozktadu energii potencjalnej PED dla aniliny, drganie
rozciagajace V(C1-N) ma dominujacy udzial (51%) w drganiu normalnym numer 15.
Drganie to jest obserwowane przy czestosci 1282 cm™ w widmie w podczerwieni (pomiar
w matrycy argonowej [58]). Wyznaczona teoretycznie liczba falowa odpowiadajaca
drganiu v(C1-N) wynosi 1280 cm™ pozostaje w bardzo dobrej zgodnosci z wynikami

pomiarow. Dla rodnika kationowego aniliny, wyznaczona czgsto$¢ drgania numer 15
wzrasta do 1375 cm™, przy jednoczesnym radykalnym ostabieniu intensywnosci drgania
w widmie w podczerwieni (rysunek 7). Z drugiej strony intensywno$¢ tego drgania
normalnego w widmie Ramana dla kationu rodnikowego aniliny jest blisko trzykrotnie
wyzsza, niz dla aniliny (rysunek 8). W oparciu o te dane, linia widma o liczbie falowej
1385 cm™ raportowana przez Song i wsp. [63], zostata przypisana drganiu normalnemu
nr 14 dla A*. Nalezy podkresli¢, ze liczba falowa wyznaczona dla tego drgania w oparciu
0 obliczenia metoda UMP2 w bazie 6-31G* zostala przeszacowana o okoto 70 cm™ [63],
w stosunku do danych eksperymentalnych.

Znaczacy udziat drgania rozciagajacego v(C1-N) dla A* obserwowany jest takze
dla drgan normalnych numer 11 oraz 25. Drganie normalne nr 11 jest praktycznie nie
obserwowane w widmie IR dla aniliny, natomiast w przypadku rodnika kationowego
aniliny daje wyrazny sygnal przy czestosci 1483 cm™ [58, 59]. Drganie to zwiazane jest
z ruchem rozciagajacym C-N (23% PED) oraz z drganiami zginajacymi C-H
w plaszczyznie pier§cienia aromatycznego (tabela 5). Czgsto§¢ wyznaczona teoretycznie
dla drgania nr 11, 1191 cm™, jest bardzo bliska wartosci eksperymentalnej. Nalezy takze
zaznaczy¢, iz drganie normalne nr 11 obserwowane jest takze jako linia o duzej

intensywnosci w widmie Ramana. (rysunek 8). Nieznacznie mniejszy wkiad drgania
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rozciagajacego v(C1-N) na poziomie 18% PED obserwowany jest dla drgania normalnego
numer 25 dla kationu rodnikowego aniliny .

Zgodnie z obliczeniami dla A*, drganie zginajace C1-N w plaszczyznie zostato
przypisane drganiu normalnemu numer 34 o liczbie falowej 383 cm™. Pozostaje to
w bardzo dobrej zgodnosci z czgstoscia eksperymentalna, 386 cm’™, zmierzona przez Piesta
i wspol. [59]. Wyniki te jednoznacznie podwazaja wcze$niejsze przypisanie drgania
zginajacego C1-N linii widma o czestosci 550 cm™ [63].

Pozaptaszczyznowemu drganiu zginajacemu CI1-N towarzyszy ruch torsyjny
pierscienia (drgania wlasne numer 27, 32 i 36). Dla aniliny czgstoSci wyznaczone
teoretycznie odpowiadajace tym drganiom wynosza odpowiednio 752, 489 1 217 cm™
i zblizone sa do czestosci wyznaczonych eksperymentalnie 755, 501 i 217 cm™ [58, 64].
Dla A" wyznaczona teoretycznie liczba falowa odpowiadajaca drganiu wlasnemu numer
36 (181 cm™), bardzo dobrze koreluje z danymi eksperymentalnymi (179 cm™). Takze
dwie pozostale wyznaczone teoretycznie liczby falowe odpowiadajace drganiom
zginajacym C1-N poza plaszczyzna znakomicie odzwierciedlaja dane eksperymentalne
(tabela 5). Nalezy podkresli¢, ze wczesniejsze przypisanie omawianemu drganiu wtasnemu
czestosci 577 ecm™, w widmie rodnika kationowego aniliny [63], byto bledne.

Jonizacja aniliny, poprzez tworzenie formy typowej dla chinonow (symetryczne
skrocenie wiazan C2-C3 oraz C5-C6), wpltywa takze na zmiang drgan normalnych
charakteryzujacych drgania atomdOw pier$cienia aromatycznego. Drganie normalne numer
28, odpowiada drganiu pozaplaszczyznowemu, w ktorym co drugi z atomdw pierscienia
unosi si¢ ponad plaszczyzng czasteczki, a co drugi z atomoéw wegla opada ponizej tej
plaszczyzny (ang. ring puckering vibration)’. Zgodnie z obliczeniami na poziomie B3LYP
dla aniliny, teoretyczna liczba falowa przypisana temu drganiu wynosi 689 cm™, co
znakomicie odzwierciedla dane eksperymentalne, 688 cm™ [58]. Dla rodnika kationowego
aniliny, wyznaczona teoretycznie czesto$¢ odpowiadajaca drganiu ,ring wynosi 626 cm™,
co takze pozostaje w dobrej zgodnosci z danymi do$wiadczalnymi (622 cm™ [59]). Warto
jednak odnotowac¢ kilka blednych przyporzadkowan dotyczacych powyzszego drgania.
Takahashi i wspot. [66] dla widma rodnika kationowego aniliny, btgdnie przyporzadkowali

linie widma o czestosci 628 cm™, pierwszemu nadtonowi drgania wachlarzowego grupy

“ Jak pokazano w [33], wczeéniejsze przypisanie drgania rozciagajacego v(C1-N) dwoém drganiom
normalnym nr 25 (1) i 26 (10a), raportowane przez Evansa [64] i cytowane przez innych autorow [65],
nalezy uzna¢ za niewlasciwe.

"W tabeli 12, opisywane drganie zostato oznaczone jako t;ring.
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NH,. Song i wspot. [63] nietrafnie przyporzadkowali linie widma o czg¢stosciach 629 i 445
cm™ drganiom numer 32 (16b) i 28 (4).

Drganie normalne numer 21, okre$lane jest jako oddychanie pierscienia (trigonal
ring “breathing” vibration) i odpowiada drganiu nr. 12 zgodnie z notacja Wilsona dla
drgan pier§cienia benzenowego [57]. Natomiast drganie normalne numer 20 odpowiada
symetrycznemu rozciaganiu C-C potaczonemu z ruchem zginajacym w plaszczyznie C-H
(18a). Na podstawie pomiarow w matrycy argonowej dla aniliny, drgania te zostaly
przypisane czestosciom 1028 i 996 cm™. Obydwa drgania sa bardzo stabo obserwowane
w widmie w podczerwieni, jednakze w widmie Ramana daja silny sygnat (rys. 7 1 8).
W widmie IR dla A" omawiane drgania normalne numer 20 i 21, zostaty przypisane liniom
widma o czestosciach 993 [59] oraz 982 cm™ [63], i w pelni odpowiadaja wyznaczonym
teoretycznie liczbom falowym (992 i 979 cm™). Jest intrygujacym, iz intensywnosci drgan
wiasnych numer 20 i 21 w widmie Ramana dla A sa ,,odwrotne” niz dla A™ (tabele 4 i 5
oraz rysunek 8).

Drganie charakterystyczne numer 14 okreslane jest jako drganie Kekulégo (Kekuleé-
type vibration) i zwiazane jest z naprzemiennym rozciaganiem i skracaniem wigzan C-C
w pierscieniu benzenowym. Obliczona metoda B3LYP czesto$¢ tego drgania wynosi
1323 cm™ i znakomicie odpowiada czestosci doswiadczalnej wyznaczonej dla aniliny
(1324 cm™ [64]). Takze dla rodnika kationowego aniliny wyniki obliczen teoretycznych
opisujacych omawiane drganie (1361 cm™), znakomicie odzwierciedlaja warto$ci
eksperymentalne (1360 cm™ [59]).

Linia o wysokiej intensywno$ci w widmie Ramana dla A* obserwowana jest przy
czestosci 1594 cm™ i zwiazana jest glownie z symetrycznym rozciaganiem wiazan C2-C3
oraz C5-C6, w kierunku réwnolegtym do osi czasteczki przechodzacej przez atomy N7,
Cl, C4 i H10. ,Chinoidowy” charakter rodnika kationowego aniliny powoduje,
1z intensywnos$¢ tego drgania w widmie Ramana jest czterokrotnie wyzsza, niz dla
komplementarnego drgania o czestosci 1608 cm™ dla czasteczki neutralnej aniliny A.

Weczesniejsze przypisanie licz falowych opisujacych drgania rozciagajace C-H
poszczeg6lnym drganiom normalnym dla aniliny mozna uzna¢ za watpliwe [33]. W pracy
czestosci odpowiadajace drganiom rozciagajacym C-H wyznaczone metoda B3LYP
w bazie 6-311++G(df,pd) przeskalowano przy uzyciu wspotczynnika 0,958
odzwierciedlajacego anharmoniczny charakter drgan v(C-H). Zastosowana procedura
spowodowata ponowne przypisanie drgan normalnych od numeru 3 do 7 (tabela 4).

W przypadku rodnika kationowego aniliny, drgania normalne numer 3-7 wykazuja
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przesuniecie w kierunku wyzszych czestosci o okoto 30 em™, przy dramatycznym spadku
intensywnosci drgan obserwowanych w widmie w podczerwieni (rysunek 7). Jednoczes$nie
wszystkie drgania normalne numer 3-7 dla A i A" sa wyraznie obserwowane w widmie
Ramana (rysunek 8). Przesunig¢cie w kierunku ,,niebieskiego zakresu widma” (blue-shift)
czestoSci drgan rozciagajacych C-H sugeruje wzmocnienie wigzan C-H w Kationie
rodnikowym aniliny. Efekt ten potwierdza analiza NBO, pokazujac wzrost ggsto$ci
elektronowej na wszystkich orbitalach antywiazacych o cy NBO podczas jonizacji aniliny
[33].

1.5.3.2 Drgania grupy NH,

Czegstosci drgan rozciagajacych NH; dla aniliny zostaty okre§lone na podstawie
pomiardéw spektroskopowych w podczerwieni na 3422 cm™ dla rozciagania symetrycznego
vNH, oraz 3508 cm™ dla rozciagania antysymetrycznego v.NH, [41]. Jak pokazano
w tabeli 4 dla drgan nr 1 i 2, czesto$ci wyznaczone teoretycznie bardzo dobrze
odzwierciedlaja warto$ci eksperymentalne. W przypadku kationu rodnikowego aniliny
czgstosci teoretyczne takze bardzo dobrze koreluja z czgstosciami teoretycznymi i wynosza
odpowiednio 3395 oraz 3488 cm™. Z pomiaréw Makanagi i wspol. [41] wynika, iz linie
absorpcyjne N-H w widmie w podczerwieni posiadaja o wiele wigksza intensywnos$¢, niz
dla aniliny. Efekt ten odzwierciedlaja obliczenia na poziomie B3LYP zgodnie z ktorymi
intensywno$ci odpowiadajace drganiom rozciagajacym N-H dla kationu rodnikowego
aniliny, sa o wiele wyzsze niz dla aniliny (rysunek 7, drgania nr 1 i1 2). Przesunigcie ku
podczerwieni czestosci odpowiadajacym drganiom vsNH; i vasNH; o okoto 20-30 cm™
wskazuje na ostabienie wiazan N-H podczas jonizacji aniliny. Potwierdza to analiza NBO
wskazujaca na wzrost gestosci elektronowej na orbitalu antywiazacym NBO ony W A*
[33]. Odmienny efekt, zwiazany z przesunigciem drgan rozciagajacych NH, w kierunku
wyzszych czgstosci obserwowany jest dla 2FA, 3FA 1 PFA. Zgodnie z tabelg 1,
kat dwuscienny y pomiedzy plaszczyzna okreslona przez atomy grupy aminowej,
a plaszczyzna pierscienia jest nizszy dla 2FA, 3FA oraz PFA jest nizszy niz dla aniliny
1 pozostalych omawianych w rozdziale pochodnych aniliny. Jak pokazano w [34]
przesunigcie ku  fioletowi czgstoSci drgan rozciagajacych  grupy aminowej
w fluoropochodnych aniliny, zwiazane jest ze sptaszczeniem grupy C-NH,; w 2FA, 3FA

oraz PFA. Im bardziej ptaska jest grupa C-NH; w halogenopochodnych aniliny, tym
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wyzsze sa czestosci obydwu drgan rozciagajacych grupy aminowej. Nalezy podkreslic,
iz wyniki pomiaréw spektroskopowych IR-UV dla fluoropochodnych aniliny w fazie
gazowej, bardzo dobrze koreluja z cze¢stosci drgan rozciagajacych NH, prezentowanymi
w tabelach 6-8. Podobny efekt zaobserwowano takze dla amino pochodnych izoksazolu
[67, 68], w ktorych silne oddziatywanie LPy—> 7' cc prowadzi do obnizenia piramidalizacji
grupy aminowej oraz splaszczenia czasteczki .

Drganie nozycowe grupy NH; (sciss NH;) obserwowane jest w potaczeniu
z draniami rozciagajacymi C-C pierécienia aromatycznego w drganiach numer: 8 i 9 dla
aniliny; 7 i 8 dla monofluoroanilin oraz 8 dla rodnika kationowego aniliny w zakresie
czestosci od 1596 cm™ (4BrA) do 1671 cm™ (5FA). W przypadku PFA, przesunigcie ku
wyzszym liczbom falowym drgania nozycowego numer 3 zwiazane jest z para
oddziatywan: N-Hi3'Fg oraz N-Hy4 "F12. Znacznie stabszy efekt zwiazany ,,pojedynczym”
oddziatywaniem N-HF obserwowany jest dla 2FA, gdzie dla drgania numer 7
obserwowane jest przesuniccie ku wyzszych czestosci o okolo 8 cm™ w stosunku do
innych monofluoroanilin  [34]. Nalezy podkresli¢, iz dominujacy udzial drgania
nozycowego grupy NH, (powyzej 50% PED) obserwowany jest jako linia o duzej
intensywnosci w widmie w podczerwieni, w wezszym zakresie od 1604 cm™ (2FA) do
1623 cm™ (BrA) dla pochodnych aniliny oraz 1635 cm™ w przypadku rodnika
kationowego aniliny’. Zakres ten jest charakterystyczny dla drgania nozycowego grupy
NH2 w halogenopochodnych aniliny, a obliczenia na poziomie DFT w pelni
odzwierciedlaja duza intensywnos¢ drgan®.

Zgodnie z wynikami pomiaréw dla monofluoroanilin obserwowane jest
charakterystyczne pasmo absorpcji przy czestosci okolo 3220 cm™ [34]. Pasmo to jest
nadtonem drgania nozycowe grupy NH, numer 7 (sprzgzenie Fermiego z drganiem
normalnym v;NH, [34]).

Czestos¢ drgania wahadtowego grupy NH; wyznaczonego teoretycznie zawiera si¢

w przedziale od 1010 cm™ (A") do 1157 cm™ (PFA)®. Dla wickszosci opisywanych

 Przyktadowo dla czasteczki 5-amino-3-metylo-1,2-izoksazolo-4-karbozydrazydu kat dwu$cienny 7y
pomiedzy plaszczyzna grupy NH, a ptaszczyzna ukladu aromatycznego wynosi 30° i jest nizszy od
obserwowanego dla czasteczki anilin (Tabela 1).

" Przesuniecie ku fioletowi drgania nozycowego w rodniku kationowym aniliny obserwowane jest
w doswiadczalnym widmie w podczerwieni [58, 59] i1 spowodowane jest splaszczeniem czasteczki
(ruch atomow odbywa si¢ w plaszczyznie czasteczki).

* Przyktadowo w widmie FT-IR dla 3FA obserwowana jest szeroka linia o duzej intensywnosci przy
czestosci 1623 cm™ (rys. 10) Zgodnie z obliczeniami na poziomie DFT odpowiada ona linii o czestosci
1619 cm™ i intensywnosci A'® réwnej 269 km/mol (Tabela 7, drganie normalne numer 7).

¥ Przecigtna czestosé wynosi okoto 1050 cm™ dla wigkszosci monohalogenopochodnych aniliny.
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zwiazkow intensywno$¢ drgania rock NH; jest znikoma zaréwno w widmie
w podczerwieni, jak i w widmie Ramana. Przyktadowo dla kationu rodnikowe aniliny
intensywno$ci IR i Ramana maleja niemalze do zera (tabela 5, drganie normalne
numer 19), co sprawia iz w tym przypadku drganie wahadlowe nie jest obserwowane
w widmie do$wiadczalnym. Jednoczesnie dla A* wczeéniejsze przypisanie drgania
wahadtowego linii widma w podczerwieni przy czgstosci 1107 cm™?, zarejestrowanej przez
Piersta i wspotpracownikow [59], nalezy uzna¢ za btedne. Natomiast w przypadku PFA
obserwowana jest w widmie IR wyjatkowo duza intensywno$¢ drgania wahadtowego
grupy NH, co umozliwia przypisanie drgania linii widma o czestosci 1172 em™. Wyniki
pomiardow bardzo dobrze koreluja zarowno z czgstoscia rock NH, wyznaczona teoretycznie
(on = 1169 cm™), jak i z duza intensywnoscia drania w widmie w podczerwieni
(A = 93,1 km/mol).

Czgsto$¢ przypisana drganiu torsyjnemu grupy NH, dla badanych czasteczek
zostala wyznaczona w zakresie od 277 cm™ (A) do 555 cm™ (A"). Jak pokazano na
przyktadzie halogenoanilin [7], im bardziej sptaszczona jest grupa —NH; tym wyzsza jest
czgsto$¢ drgania tnmp. Thlumaczy to dwukrotny wzrost czgstoSci przypisanej drganiu
torsyjnemu dla ptaskiego kationu rodnikowego aniliny w stosunku do neutralnej aniliny
o piramidalnej geometrii grupy aminowej (przesuniecie blue-shift o 278 cm™).
Jednoczesnie, dla plaskiej struktury obserwujemy dramatyczny spadek intensywnos$ci
drgania torsyjnego tnme. Przyktadowo dla 4FA intensywno$¢ drgania skrecajacego grupy
NH; (tabela 8, drganie numer 34) wynosi A™ = 18 km/mol, a pasmo przypisane drganiu
TnHz obserwowane jest w widmie IR (faza gazowa) przy czestosci 245 cm™ [40].
Roéwnoczesnie dla ptaskiego rodnika kationowego aniliny intensywno$¢ przypisana
drganiu skrecajacemu spada do zera — symetria A, (tabela 5, drganie numer 35). Wskazuje
to, iz poprzednie przypisanie drgania torsyjnego linii przy czestosci 356 cm™ dla rodnika
kationowego aniliny, przedstawiane przez innych autorow [59, 71], byto biedne.

Drganie wachlarzowe” grupy ~NH, w anilinie ma silnie anharmoniczny charakter,
€O uniemozliwia jego poprawne opisanie poprzez przyblizenie harmoniczne. Jak pokazano
w [69, 70], drganie to jest opisywane przez symetryczny potencjal o podwodjnym
minimum, z bariera inwersji przy czestosci 526 cm™. Linie absorpcyjne obserwowane
w widmie IR aniliny w fazie gazowej przy czestosciach 40,8 oraz 423.8 cm™ zostaly

przypisane tonowi podstawowemu oraz pierwszemu nadtonowi [39, 69]. Podane czgstosci

“ Drgania wachlarzowe (ang. wagging) grupy aminowej okre$lane jest takze jako inwersja grupy —NH..
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eksperymentalne bardzo dobrze odpowiadaja obliczeniom ab initio inwersji grupy
aminowej w anilinie w przyblizeniu anharmonicznym [72]. Obliczenia wykonane na
poziomie B3LYP w bazie 6-311++G(df,pd) w oparciu o przyblizenie anharmoniczne
przypisuja drganiu wachlarzowemu grupy aminowej w czasteczce aniliny czeSto$é
®anh = 477,1 cm™ (dane niepublikowane)”.

W przypadku innych pochodnych aniliny o piramidalnej geometrii grupy aminowej
wyznaczenie czgstosci drgania wachlarzowego grupy —NH; jest mocno problematyczne.
Przyktadowo dla 4FA drganie jest opisywane przez symetryczna, jedno wymiarowa
funkcje potencjatu o podwdjnym minimum o barierze inwersji rownej 600 cm™ [75].
W tej sytuacji przyblizenie harmoniczne nie jest wstanie odda¢ czesto$ci i intensywnos$ci
drgania torsyjnego grupy aminowej. Niestety, algorytm przyblizenia anharmonicznego
zaimplementowany w pakiecie GAUSSIAN 09 réwniez blednie opisuje omawiane drganie.
Przyktadowo dla 2FA czgsto$¢ drgania wachlarzowego wyznaczonego w przyblizeniu
harmonicznym wynosi @, = 513 cm™ (warto$¢ nieskalowana), a w przyblizeniu
anharmonicznym man = 324 cm™, podczas gdy czesto$é zmierzona eksperymentalnie
wynosi tylko 49,7 cm™ (Tabela 6, drganie numer 36). Ponadto w literaturze, drganie
nozycowe grupy NH, czesto jest blednie przypisywane zakresowi czestosci od 434 cm™
dla dichloroaniliny [76] do 717 cm™ dla 1,4-diaminobenzenu [77]. Jak pokazali Kydd
1 Kruger wyznaczajac widmo w podczerwieni halogenopochodnych aniliny w fazie
gazowej [40], pasma z zakresu od 300 do 700 cm™ sa nadtonami zwiazanymi z inwersja
grupy NH; (przejscia 1—-2 i 1—-3). Przyktadowo dla mono fluoroanilin, pasma w widmie
w podczerwieni rejestrowane przy czestosciach 640 cm™ dla 2FA; 665 cm™ dla 3FA oraz
648 cm™ dla 4FA zwiazane sa przejéciem 1—3 okreslonym dla inwersji grupy aminowej
[40]. Warto takze podkresli¢, iz jak pokazuja obliczenia, takze intensywnos$¢ drgania
nozycowego grupy aminowej] w widmie IR sa przeszacowane, a wyznaczenie
intensywno$ci Ramana tez jest problematyczne. Przyktadowo przeliczajac aktywnoSci
ramanowskie (Raman scattering activities) dla PFA (3.0 A%/amu) na intensywnosci
ramanowskie zgodnie ze wzorami 1 i 2 oraz przyjmujac czgstos¢ drgania wyznaczona
o przyblizenie harmoniczne vin, =461,7 cm™ uzyskujemy intensywnos¢ w widmie

teoretycznym Ramana réwna IharmR=ll,9. Natomiast dla czgstosci  drgania

“ Niu wraz ze wspolpracownikami [73] oraz Rauhut i Pullay [74] obliczyli czesto$é¢ grania wahadlowego
grupy aminowej w oparciu o S$rednia dwoch przejs¢ 1—3 oraz 0—2 wyznaczonych w przyblizeniu
harmonicznym na 541 cm™. Co ciekawe dokladnie taka sama warto§¢ zostata uzyskana w prezentowanych
w pracy obliczeniach (tabela 4, drganie numer 30).
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wachlarzowego wyznaczonej w oparciu o przyblizenie anharmoniczne vy = 207,0 cm™
obliczona intensywno$¢ wynosi L = 40,1, a wiec jest ponad trzykrotnie wyzsza [35].
Odmiennie dla ptaskiej czasteczki przyblizenie harmoniczne dobrze odzwierciedla
dane eksperymentalne zgodnie z tabela 5, drganie numer 30. Piest ze wspotpracownikami
[59] przypisali drganie wachlarzowego grupy aminowej w A* czestosci 652 cm™. Takze
inni autorzy przyporzadkowali drganie wachlarzowe podobnemu zakresowi czgstosci od
656 do 658 cm™ [58, 63, 71]. Nasze obliczenia potwierdzaja przypisanie innych autoréw”
1 potwierdzaja, ze w przypadku rodnika kationowego aniliny czgsto§¢ drgania
wachlarzowego —NH, (B1) jest duzo wyzsza z uwagi na planarno$¢ czasteczki [34].
Co wigcej obliczenia dla grupy nitrowej, takze potwierdzaja skuteczno$¢ przyblizenia

harmonicznego do opisu drgania wachlarzowego w przypadku ptaskiej czasteczki [22, 23].

1.5.3.3 Drganie C-N

Zgodnie z tabela 1 wyznaczona teoretycznie czgsto$¢ drgania rozciagajacego
v(C-N) dla czasteczki aniliny wynosi 1280 cm™ (51% udzialu v(C-N) w drganiu
numer 15). Przeprowadzone obliczenia znakomicie odzwierciedlaja wyniki eksperymentu,
zgodnie z ktoérymi drganie rozciagajace v(C-N) obserwowane jest w widmie IR jako
pasmo o maksimum intensywnoS$ci zarejestrowanym przy czgstosci 1282 cm™ (pomiary
w matrycy argonowej [58]).

W przypadku rodnika kationowego aniliny czgstoS¢ przypisana drganiu
rozciagajacemu v(C-N) roénie do 1375 cm™ przy jednoczesnym dramatycznym spadku
intensywnosci drgania w widmie w podczerwieni (rysunek 7, drganie numer 15). Z drugiej
strony intensywnos$¢ tego drgania w widmie Ramana jest blisko trzykrotnie wyzsza dla
rodnika kationowego aniliny, niz dla czasteczki aniliny (rysunek 8). Pozwolito
to przyporzadkowa¢ pasmo o czgstosci 1385 cm™  obserwowane przez Songa
i wspoltpracownikow [63] drganiu numer 15 dla A* (tabela 5)".

Zgodnie z tabela 4, drganie numer 25 takze zawiera znaczacy wklad drgania
v(C-N) (23% PED). Na podstawie pomiarow IR czasteczki aniliny w matrycy argonowej,
drganie to zostalo przyporzadkowanie linii o czestosci 822 cm™ [63], co pozostaje

w znakomite] zgodnos$ci z prezentowanymi w pracy wynikami obliczen teoretycznych

“ Nalezy podkresli¢, ze obliczenia na poziomie UMP2/6-31G* dla rodnika kationowego zdecydowanie
zanizaja czestos¢ drgania wahadtowego grupy aminowej (532cm’™) [63].

" Obliczenia metoda UMP2 w bazie 6-31G* zawyzaja czestosci o okolo 70 cm™ w odniesieniu do
eksperymentu [63].
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(819 cm™). Jednoczesnie wezesniejsze przypisania linii 812 cm™ (1) raportowane przez
Evansa [64] oraz linii 822 cm™ (10a) przypisane przez Castella-Venture i Kassaba [65]
nalezy uzna¢ za niewlasciwe.

W przypadku para halogeno pochodnych aniliny obserwujemy dominujqcy* wktad
drgania rozciagajacego v(C-N) w drganiu numer 14 (Tabele 8, 9 i 10). Warto podkresli¢,
ze dla wszystkich omawianych zwiazkow otrzymano bardzo dobra zgodnos$¢ wynikéw
obliczen z czgstosciami wyznaczonymi eksperymentalnie. Przyktadowo dla 4FA drganie
v(C-N) obserwowane jest w widmie IR przy czestosci 1273 em™ i w widmie ramanowskim
przy czestosci 1275 cm™ (Tabela 8, drganie 14). Wyznaczone w przyblizeniu
anharmonicznym i harmonicznym czgstosci omawianego drgania wynosza odpowiednio
1275 i 1279 cm™. Dla 2FA, 3FA oraz PFA ruch drgajacy v(C-N) towarzyszy drganiom
rozciagajacym C-C pierécienia aromatycznego oraz drganiom zginajacym B(CH)' dla 2FA
i 3FA lub rozciagajacym v(CF) dla PFA*. Zmiana charakteru drgan towarzyszacych
ruchowi rozciagajacemu C-N w PFA zwigzana jest z brakiem obecnos$ci lekkich atomow
wodoru przylaczonych do pierscienia aromatycznego.

Dla rodnika kationowego aniliny w widmie IR pojawia si¢ nowa linia obserwowana
przy czestosci 1483 cm™ [58, 59]. Pasmo to zwiazane jest z drganiem rozciagajacym C-N
(23% PED) oraz drganiem zginajacym w ptaszczyznie C-H (tabela 5, drganie numer 11).
Czestosé teoretyczna przyporzadkowana temu drganiu, 1491 cm™, jest bardzo blisko
warto$ci wyznaczonej eksperymentalnie. Takze duza intensywno$¢ drgania w widmie
Ramana jest zgodna z wynikami obliczen tak jak pokazano na rysunku 8 (drganie 11).

Zgodnie z wynikami obliczen, czgsto$¢ drgania zginajacego w ptaszczyznie B(C-N)
dla czasteczki aniliny wyznaczono na 377 cm™, co odpowiada wartosci eksperymentalne;j
390 cm™ (tabela 4, drganie numer 34). Podobna czestos¢ dla drgania zginajacego
w plaszczyznie p(C-N) wyznaczono dla czasteczki rodnika kationowego aniliny, 383 cm™
(tabela 5, drganie numer 34), co pozostaje w bardzo dobrej zgodnosci w wynikami
pomiarow Piesta 1 wspoOlpracownikow [59] 1 skutkuje konicznoscia weryfikacji
wezesniejszego przypisania tego drgania linii widma przy czestosci 550 cm™ [63].

Dla pozostatych omawianych w pracy pochodnych aniliny, najnizsza czgstosci przypisana

" PED > 50%.

" W widmie IR obserwowane sa pasma o $redniej intensywnosci przy czestosciach 1304 cm™ (2FA) oraz
1311 cm™ (3FA) o udziale okoto 20-25% drgania rozciagajacego v(CN) (Tabele 6 i 7, drganie numer 13).

* Dla PFA drganie rozciagajace v(C-N) przypisano drganiom numer 7 (12% PED), 8 (17% PED), 12 (28%
PED) oraz 14 (15% PED) zgodnie z tabelg 11.
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drganiu B(C-N), rowna 282 cm™ (PFA, drganie numer 30", tabela 11) obserwujemy dla
PFA co zwiazane jest z najkrotsza dlugoscia wiazania C-N (1,379A) sposérod
halogenoanilin.

Drganie poza plaszczyznowe y(CN) zwiazane jest z drganiem torsyjnym pierscienia
1 wnosi znaczacy udzial w czasteczce aniliny w drgania numer 27, 32 i 36, odpowiednio
dla wyznaczonych czestosci 752, 489 i 217 cm™ (Tabela 4). Prezentowane czestosci
teoretyczne sa bliskie wartosciom eksperymentalnym, wynoszacym odpowiednio 755 [58],
501 i 217 cm™ [64]. Jeszcze lepsza zgodno$é uzyskano w przypadku obliczen dla rodnika
kationowego aniliny, gdzie czgstosci wyznaczone teoretycznie dla drgania y(CN): 785, 444
i 181 cm™, bardzo dobrze koreluja z wartosciami do$wiadczalnymi, wynoszacymi
odpowiednio: 785, 442 [59] i 179 cm™ [63]" (Tabela 5). Dla halogenopochodnych aniliny
drganie poza ptaszczyznowe y(CN) zwiazane jest dodatkowo z drganiami poza
ptaszczowymi wegiel — atom halogenu. Przyktadowo PFA drganie numer 33 (tabela 11)
mozna utozsamic z poza plaszczyznowym drganiem numer 11 wg numeracji Wilsona dla
czasteczki benzenu. W drganiu tym atomy przylaczone do pier§cienia aromatycznego

schodza jednoczesnie ,,nad” 1 ,,pod” ptaszczyzng pierscienia.

1.5.3.4 Drgania pierscienia benzenowego

Analiza rozkladu energii potencjalnej pozwolita na prawidtowe przypisanie drgania
zwiazanego z naprzemiennym ruchem atomoéw wegla ,,nad” 1 ,,pod” plaszczyzne
piericienia, okreslanego jako ,,ring puckering mode” (drganie numer 28, tabela 4)%.
Wyznaczona teoretycznie czestosé drgania tiring wynosi 689 cm™ i pozostaje w idealnej
zgodnosci z danymi doswiadczalnymi, 688 cm™ [58]. Dla rodnika kationowego aniliny,
wyznaczona czesto$¢ tego drgania, 626 cm™, takze pozostaje w dobrej zgodnosci z danymi
eksperymentalnymi, 622 cm™ [59]. Nalezy podkresli¢, iz wezesniejsze przypisania tego
drgania byly nieprawidlowe. Takahashi ze wspotpracownikami [66] przypisali linig
o czestosci 628 cm™ pierwszemu nadtonowi drgania wachlarzowego grupy aminowej.
Natomiast Song ze wspolpracownikami [63] przypisali linie, 445 i 629 cm™, drganiom

4 i 16b o numeracji zgodnej z notacja Wilsona. Warto takze odnotowac przesunigcie

“ Drganie numer 30 dla PFA (tabela 11) mozna utozsami¢ z drganiem numer 15 wg numeracji Wilsona dla
czasteczki benzenu.

" Wezesniejsze przypisanie przez Songa [63] draniu y(CN) linii o czestosci 577 cm™ w widmie A+ nalezy
uznac za bledne.

1 W literaturze polskojezycznej drganie to opisywane jest jako , fulowanie pierscienia’.
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o ponad 600 cm™ w kierunku nizszych czestosci drgania tiring dla PFA (drganie numer
34, tabela 11). Tak duze przesunigcie zwiazane jest z zastapieniem wszystkich ,,lekkich”
atomoéw wodoru przytaczonymi do pierscienia aromatycznego, atomami fluoru w PFA.

Drgania oznaczone numerem 21 w tabeli 4 dla czasteczki aniliny okreSlane jest
jako trygonalne oddychanie pierécienia* 1 pochodzi od drgania pierscienia benzenowego
nr 12 w notacji Wilsona. Natomiast drganie numer 20 w tabeli 4 zwiazane jest z ruchem
rozciagajacym C-C potaczonym w z ruchem zginajacym C-H w plaszczyznie uktadu
aromatycznego. Drgania te zostaty odpowiednio przyporzadkowana liniom o czgstosciach
996 i 1028 cm™, dla pomiaréw IR aniliny w matrycy argonowej [58]. Obydwa drgania
cechuje staba intensywno$¢ w widmie w podczerwieni, w przeciwienstwie do widma
Ramana, w ktorym wykazuja duza intensywno$¢. Dla rodnika kationowego aniliny,
drgania numer 20 i 21 zostaly przypisane czestosciom eksperymentalnym 993 cm™ [59]
oraz 982 cm™ [58], co w doskonatym stopniu koreluje z wynikami obliczef (992 cm™ oraz
979 cm™). Co ciekawe intensywnosci drgaf numer 20 i 21 sa ,,odwrotne” dla A* niz dla A,
tak jak pokazano na rysunku 8.

Intrygujacym okazata si¢ takze wyjatkowo duza intensywnos¢ w widmie
ramanowskim drgania przypisanemu trygonalnemu oddychaniu pierscienia dla 3FA
(Tabela 7, drganie 20), podczas gdy w przypadku para halogeno pochodnych aniliny
intensywno$¢ omawianego drgania byla znaczaco nizsza. Jak szczegdlowo pokazano
w pracy [34], zwiazane jest to z charakterystycznym ruchem atomoéw dla 3FA. W ruchu
atomow pierscienia benzenowego 0znaczonego numerem 12 w notacji Wilsona, gdy atomy
C,, C4 oraz Cq zblizaja si¢ do centrum pierscienia, atomy C;, C3 oraz Cs oddalaja si¢ od
centrum i na odwrot'. Opisany synchroniczny ruch atomow w plaszczyznie pierScienia
aromatycznego skutkuje bardzo silnym pasmem obserwowanym dla 3FA w widmie
Ramana przy czestosci 1001 cm™, co znakomicie odzwierciadlaja prezentowane w tabeli 7
wyniki obliczen (®an = 1005 cmh. W przypadku 4FA nastgpuje zaburzenie
naprzemiennego ruchu atomoéw w plaszczyznie, a atom C1 praktycznie nie wykazuje
zadnego wychylenia. W efekcie czego, intensywnos¢ w widmie Ramana omawianego

drgania maleje praktycznie do zera* (Tabela 8, drganie numer 19). Natomiast najsilniejsze

“ Ang. trigonal ring breatching vibration.

" Animacja komputerowa zwiazana z trygonalnym oddychaniem pierscienia, pokazuje, iz atomy Cy, C3 i Cs
kresla na plaszczyznie czasteczki jeden trojka, a atomy C,, C4 i Cg, drugi trojkat. Ich natozenie przypomina
gwiazdg Dawida, stad w jgzyku angielskim drganie to okreslane jest takze jako ,, Star of David” vibration.

* Podobny efekt zaobserwowano dla drgania numer 19 zaobserwowano dla 4CIA i 4BrA, co potwierdza,
iz przylaczenie atomu halogenu w pozycje para aniliny, powoduje dramatyczny spadek intensywnosci
omawianego drgania .
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pasmo w widmie eksperymentalnym Ramana dla 4FA, zwiazane jest z linia 0 maksimum
zarejestrowanym czestosci 853 cm™, co pokazano na rysunku 13. Odpowiada ono drganiu
numer 22 w tabeli, w ktérym to ruch atomow mozna opisa¢ jako symetryczne
,,oddychanie” pier$cienia. W widmie Ramana dla aniliny analogiczne pasmo obserwowane
jest przy czestosci 819 cm™ [21], natomiast dla 4CIA i 4BrA odpowiednio przy
czestosciach 826 i 823 cm™. Nalezy wspomnieé, ze weze$niejsze przypisanie tego pasma
drganiu wachlarzowemu grupy NH; dla 4BrA [61] jest btedne.

W widmie w podczerwieni mono-fluoroanilin przedstawionym na rysunku 10,
obserwowane jest pasmo o duzej intensywnosci przy czestosciach: 1505 cm™dla 2FA,
1495 cm™ dla 3 FA oraz 1509 cm™ dla 4FA. Drganie to jest zwiazane z ruchami
zginajacymi w plaszczyznie B(CH) polaczonymi z drganiami rozciagajacymi v(CC)
(drganie nr 10 w tabelach 6-8). Interesujace, iz czgstos¢ tego drgania jest mato wrazliwa na
miejsce podstawienia aniliny atomem fluoru. Takze zastapienie fluoru w 4FA, atomem
chloru lub bromu, powoduje tylko nieznaczny efekt red shift, od 9 do 20 cm™.
W przypadku 4CIA opisywane pasmo zostato zarejestrowane W widmie IR przy czgstosci
1500 cm™ [40, 62], natomiast dla 4BrA przy czestosci 1489 cm™ [61]. Podobnie jak
w przypadku 4FA, pasmo to ma najwyzsza intensywno$¢ w widmie w podczerwieni, takze
dla 4CIA i 4BrA (rysunek 10)". W przypadku PFA zastapienie wszystkich atoméw wodoru
cigzszymi atomami fluoru powoduje brak charakterystycznych drgan zginajacych
w plaszczyznie B(CH), a odpowiadajace im drgania B(CF) przypisano zakresowi od
267 cm™ do 363 cm™.

1.5.3.5 Drgania C-halogen

Zgodnie z obliczeniami dla 2FA oraz 4FA, drganie rozciagajace v(C-F) ma
dominujacy wktad w drganie numer 15 (tabele 6 1 8). Drganie to zostalo przepisanie
szerokiej’ linii absorpcyjnej o duzej intensywnoéci, obserwowanej w widmie
w podczerwieni przy czestosci 1206 cm™ dla 2FA oraz 1223 cm™ dla 4FA (rysunek 10).

Wyznaczone czgsto$ci anharmoniczne, 1194 em™ (2FA) oraz 1223 cm™ (4FA) pozostaja

“ Jak wspomniano w pracy [7], duza intensywno$¢ w widmie w podczerwieni zwiazana jest ze znaczna
zmiang momentu dipolowego para pochodnych aniliny, podczas drgania czasteczek oznaczonego numerem
10 w tabelach 6-8. W przypadku pozostatych halogeno pochodnych aniliny, zamiana momentu dipolowego
dla analogicznych drgan jest znacznie mniejsza, co skutkuje mniejsza intensywnoscia odpowiednich pasm
w widmach IR.

¥ Znaczna szeroko$¢ omawianej linii w widmie doswiadczalnym moze wskazywaé na istnienie oddziatywan
miegdzyczasteczkowych w fazie skondensowanej podczas pomiarow.
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w doskonatej zgodnosci w wartosciami eksperymentalnymi. Dla 3FA drganie rozciagajace
Vv(C3-F) jest silnie zwigzane z ruchami w ptaszczyznie B(C,H) oraz B(CgH) (drganie numer
16, tabela 7). Zarowno wyznaczona teoretycznie czesto$¢ dla omawianego drgania
(1152 cm™), jak i jego duza intensywno$é, w pelni odpowiadaja wynikom pomiaru,
pokazujacego istnienie Silnego pasma w widmie IR zarejestrowanego przy czgstosci
1146 cm™.

W widmie Ramana dla 2FA (rysunek 11) najintensywniejsze pasmo obserwowane
jest przy cze¢stosci 764 cm™. Jak widaé z tabeli 6, najwyzsza intensywnos¢ ramanowska
przypisana jest drganiu numer 24 i zaréwno czgstoSCi wyznaczone w przyblizeniu
harmonicznym (762 cm™), jak i w przyblizeniu anharmonicznym (766 cm™) pozostaja
w znakomitej zgodno$ci z eksperymentem. Procentowy udzial drgania rozciagajacego
v(C-F) w drganiu numer 24 wynosi 19%, natomiast pozostale wklady zwiazane sa
w dominujacym stopniu z ruchem atoméw wegla w ptaszezyznie uktadu aromatycznego.
Podobne silne pasmo w widmie Ramana, z nieznacznym udzialem drgania v(Cs-F) (12%
PED) obserwowane jest dla 3FA (drganie numer 25, tabela 7), przy czestosci 742 cm™.
Dla 4FA drganie to nie jest obserwowane w widmie Ramana, co odzwierciedla
wyznaczona teoretycznie zerowa intensywno$¢ dla drgania numer 25 (tabela 8).

W przypadku PFA obserwujemy dominujacy udziatl drgan rozciagajacych v(C-F)
w zakresie od 943 cm™ (drganie numer 15, tabela 11) do 1309 cm™ (drganie numer 10,
tabela 11). Dwa z drgan w powyzszym przedziale daja bardzo intensywne pasmo
rejestrowane w widmie w podczerwieni (rysunek 14). Pierwsze z nich, zaobserwowane
przy czestosci 1001 ecm™, zwiazane jest z drganiem rozciagajacym ves ¢ (26% PED)
potaczonym z ruchem vcin (15%), co skutkuje jego duza intensywno$cia w widmie IR
(drganie numer 14, tabela 11). Natomiast drganie oznaczone numerem 15 w tabeli 11,
rozszerza zakres, w ktorym sa raportowane grania rozciagajace v(C-F) w fluoroanilinach
az do wspomnianej czgstosci 943 em™. Znajduje to petne odzwierciedlenie w wynikach
obliczen, zgodnie z ktérymi czgsto$¢ powyzszego drgania wyznaczona w przyblizeniu
anharmonicznym wynosi 940 cm™a w przyblizeniu harmonicznym 945 cm™. W drganiu
tym ruch rozciagajacy C,-Fg oraz Cs-Fg zwiazany jest ze skroceniem wiazan Cs-Fiq oraz

Cs-F12, analogicznie do grania oznaczonego jako 20b w notacji Wilsona, co skutkuje duza

“ W tabeli 11 udzialy poszczegolnych drgan rozciagajacych C-F zostaly zsumowane do jednej wartosci
v(CF). Omawiane drganie numer 14 w tabeli 11 mozna opisa¢ bardziej szczegdtowo, z podaniem umownego
znaku faz dla poszczegélnych drgan odpowiadajacych symetrii A’, jako: v(C4-F) (+26); v(Ci-N) (-15);
V(C2-F) (-7); v(Ce-F) (-7);v(C3-Ca) (+5); v(Cs-Cs) (+5); BCoF (+5); BCsF (+5); BCsF (-5); BCeF (-5);
V(C1-Cy) (-4); v(C1-Co) (-4); V(Cs-F) (+4); v(Cs-F) (+4).
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intensywnoscia takze tego grania w widmie IR. Trzecie dobrze rozpoznawalne w widmie
IR pasmo zwiazane z drganiem rozciagajacym v(C-F) zostalo zarejestrowane przy
czestosei 1123 cm™. W przeciwienstwie do wczeéniej wspomnianych drgan v(C-F),
drganie numer 12 w tabeli 11, nie zostato zaobserwowane w widmie IR, lecz w widmie
Ramana. Zwiazane jest to z ruchem atoméw, w ktorym jednocze$nie rozciagane sa
»przeciwlegle” wiazania C,—F (22% PED) oraz C;—N (28% PED). Warto zaznaczy¢, ze
w tabeli 11, poszczegdlne udziaty drgan rozciagajacych C-F, zostaly zsumowane do jednej
wartosci v(C-F). Bardziej szczegétowa analiza PED pokazuje iz ruchy v(C,-F) oraz
v(Ce-F) dominuja w drganiach numer 10, 11 i 15; ruchy v(Cs3-F) oraz v(Cs-F) maja
dominujacy wktad w drganiach numer 6, 7 i 13; a drganie rozciagajace v(Cs-F) przewaza
w drganiach 12 i 14, zgodnie z numeracja drgan podana w tabeli 11.

Dla 4CIA drganie rozciagajace v(C-Cl) towarzyszy deformacji pierScienia i ruchom
rozciagajacym pierscien aromatyczny. Zgodnie z analiza energii potencjalnej PED,
najwigkszy udziat drgania rozciagajacego v(C-Cl) obserwowany jest w przy czestosci
379 cm™ w widmie Ramana i widmie w podczerwieni (drganie numer 32, tabela 9). Nalezy
podkresli¢, iz wczesniejsze przypisania powyzszej linii, nadtonowi [40] lub drganiu
zginajacemu pierscienia [61], byly sprzeczne. Linia przy czestosci 642 cm™ w widmie
w podczerwieni (drganie numer 27, tabela 9) oraz silne pasmo w widmie Ramana
o czestosci 1090 cm™ (drganie numer 17, tabela 9) takze zawieraja znaczacy wkiad drgania
rozciagajacego v(C-Cl). Co zadziwiajace podobne czgstosci drgan rozciagajacych v(C-Cl)
wyznaczono analizujac rozktad energii potencjalnej dla czasteczki para-chlorofenolu: 382,
644 oraz 1096 cm™ [78].

W widmie 4BrA istotny wktad drgania rozciagajacego v(C-Br) obserwowany jest
przy czestosciach 292, 602 oraz 1075 cm™ (odpowiednio drgania numer 34, 27 i 17
w tabeli 10). Powyzsze rezultaty pozostaja w dobrej zgodno$ci z obliczeniami dla para-
bromofenolu, gdzie w widmie w podczerwieni analogiczne drgania zostaly
zaobserwowane przy czg¢stosciach 284, 606 1 1071 cm? [78]. Podobne ,,rozbicie” udziatow
drgania rozciagajacego v(C-Br) i przypisanie ich kilku liniom spektralnym raportowatem
w pracy poswigconej S-bromo-2-nitropirydynie [22]. W widmie FT-Ramana 5-bromo-
2-nitropirydyny linie o czestosci 259 cm™ przypisatem drganiu rozciagajacemu v(C-Br)
potaczonego z deformacja pierScienia Poring. Charakter wzmiankowanego drgania jest
w pelni analogiczny do grania numer 34 dla 4BrA. Podobnie wyrazna analogig, widac
w przypadku drgania o duzej intensywnosci w widmie IR zarejestrowanym przy czgstosci

1088 cm™ dla 5-bromo-2-nitropirydyny. Drganie to mozemy opisa¢ jako ,.symetryczne”
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rozciaganie wiazan C3-C, oraz C4-Cs, ktoremu towarzysz skracanie wigzania C-Br'.
Odzwierciedla to przedstawiong w tabeli 10 notacja dla drgania numer 17 dla 4BrA.

Generalnie drgania zginajace w plaszczyznie B(CF) oraz drgania poza
ptaszczyznowe y(CF) wspotuczestnicza odpowiednio z drganiami B(C1F) oraz y(C1F) [34].
Podobna zaleznos$¢ zaobserwowano dla para-chloro i para-bromo pochodnych aniliny [7].
Na podstawie przeprowadzonej analizy PED mozna uszeregowaé czgstosci przepisane
drganiom zginajacym w plaszczyznie wegiel-halogen w nastepujace kolejnosci’: P(C4Br)
{80%/211 cm™} < B(C4CI) {72%/242 cm™} < B(CoF) {34%/299 cm™} < B(C.F) {44%/435
cm™} < B(CsF) {49%/462 cm™}. Analogiczne uszeregowanie mozna utworzy¢ dla drgan
poza plaszczyzna: y(CoF) {35%/285 cm™} < y(C4Br) {48%/309 cm™} < y(C4Cl) {50%/311
cm™} < y(C4F) {44%/364 cm™} < y(CsF) {40%/592 cm™}. W obu uszeregowaniach
najwyzsza czgsto$¢ zostata przypisana 3FA. Zwiazane jest to z charakterystycznymi dla
pierscienia benzenowymi drganiami, w ktorych atomy wegla drgaja naprzemiennie,
co ulatwia sprezenie pomig¢dzy drganiami zginajacymi Ci1-N oraz Cs-F. Nalezy podkresli¢
iz wezeéniejsze przypisanie pasma o czestosci 309 cm™ dla 4BrA, drganiu wachlarzowemu
grupy aminowej byto niewlasciwe [40] i zgodnie z tabela 10, powinno byé¢ ono
prawidtowo scharakteryzowane jako drganie y(C4Br).

W przypadku PFA, przyporzadkowano drganiom zginajacym B(CF) pig¢ drgan
numer 28-32 (tabela 11), w zakresie od 267 cm™ do 321 cm™. Szczegdtowa analiza PED
pokazuje, ze w przypadku PFA nastgpuje przesunigcie red-shift czgstosci poszczegdlnych
drgan B(CF) w odniesieniu do mono-fluoro pochodnych aniliny.

Przy omawianiu drgan pozaptaszczyznowych, warto wspomnie¢, iz skalowane
czgstoSci uzyskane w przyblizeniu harmonicznym, na ogo6t bardzo dobrze koreluja
z warto$ciami uzyskanymi w przyblizeniu anharmonicznym. Przyktadowo czgstosci drgan
wyznaczonych w przyblizeniu harmonicznym, jak i anharmonicznym dla drgan numer 25,
26 1 33 w tabeli 11, zwiazane z ruchem poza plaszczyznowym atomow fluoru w PFA,
odzwierciedlone sa w widmie Ramana. Wyjatkiem sa drgania poza plaszczyznowe y(CH)
numer 18 dla 2FA, numer 19 dla 3FA oraz numer 20 dla 4FA w ktorych wyznaczone
czestosci dla przyblizenia anharmocznego sa od 80 do 130 cm™ WyZsze, niZ wyznaczone

w przyblizeniu harmonicznym (Tabele 6-8). Pechowo intensywnosci tych drgan sa bliskie

“ Opisywane drganie dla 5-bromo-2-nitropirydyny zostato oznaczone jako drganie ‘mode Q20°, w tabeli 3,
w pracy [22].

"W nawiasach klamrowych podano udziat procentowy PED, w ktorym dominujacy wktad ma dane drganie B
oraz przypisang mu czesto$¢. Dla danej czasteczki uwzgledniono jedynie drgania o najwyzszym udziale
procentowym.
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zero, dlatego trudno o weryfikacje tych obliczen z wynikami eksperymentalnymi.
W przypadku 4FA w widmie IR obserwowane jest stabe pasmo przy czestosci 921 em™,
ktore moze by¢ przypisane drganiu numer 20 (tabela 8). Czgsto§¢ harmoniczna
wyznaczona dla tego drgania wynosi 910 cm™, natomiast anharmoniczna 989 cm™,
co sugeruje iz przyblizenie anharmoniczne moze zawodzi¢ w przypadku niektorych drgan
poza plaszczyznowych y(CH) [34]. Najwigksza rozbiezno$¢ pomigdzy przyblizeniem
anharmonicznym i harmonicznym dotyczy takze drgan poza ptaszczyznowych i zostata
odnotowana dla PFA. Drganie numer 20 w tabeli 11 zwiazane jest z naprzemiennym
ruchem atomu azotu oraz wszystkich atomoéw fluoru nad i pod plaszczyzng pierScienia
aromatycznego. Czgsto$¢ dla tego drgania wyznaczona w przyblizeniu anharmonicznym
wynosi 1072,9 cm™, natomiast uzyskana w przyblizeniu harmonicznym jest prawie
dwukrotnie nizsza (594,3 cm™ warto$¢ nieskalowana i 584.8 cm™ dla wspotczynnika
skalujacego 0,983). Niestety takze dla grania y(CF) intensywnosci, zarowno dla widma IR
jak 1 Ramana sg bardzo niskie, co utrudnia w tym przypadku zestawienie prezentowanych

wynikoéw obliczen z danymi doswiadczalnymi.
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Rysunek 7. Teoretyczne widmo w podczerwieni neutralnej aniliny (A) oraz rodnika
kationowego aniliny (A"). Obliczenia wykonano metoda B3LYP w bazie funkcyjnej

6-311++G(df,pd) [33].
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Rysunek 8. Teoretyczne widmo Ramana neutralnej aniliny (A) oraz rodnika kationowego
aniliny (A") dla zakresu czestosci . Obliczenia wykonano metoda B3LYP
w bazie funkcyjnej 6-311++G(df,pd) [33].
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Rysunek 9. Teoretyczne widmo Ramana neutralnej aniliny (A) oraz rodnika kationowego
aniliny (A") dla zakresu czestosci . Obliczenia wykonano metoda B3LYP w bazie
funkcyjnej 6-311++G(df,pd) [33].
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Rysunek 10. Zestawienie widm doswiadczalnych IR oraz widm wyznaczonych
teoretycznie w przyblizeniu anharmonicznym dla 2FA, 3FA oraz 4FA. Obliczenia
wykonano metoda B3LYP w bazie funkcyjnej 6-311++G(df,pd) [34].
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Rysunek 11. Zestawienie widm doswiadczalnych Ramana oraz widm wyznaczonych
teoretycznie w przyblizeniu anharmonicznym dla 2FA, 3FA oraz 4FA. Obliczenia

wykonano metoda B3LYP w bazie funkcyjnej 6-311++G(df,pd) [34].
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Rysunek 12. Zestawienie widm teoretycznych IR wyznaczonych dla para-halogeno-

anilin”. Intensywnos¢ drgania przypisanemu inwersji grupy NH, przeskalowano o czynnik

0,5 (oznaczenie na rysunku I*). Na rysunku zaznaczono numery drgan zgodne z tabelami

8-10 oraz publikacja [7].

“ Dla poréwnania na rysunku powtorzono takze widmo IR uzyskane dla aniliny (podpisano drgania v,NH,

{1} oraz vsNH, {2}).
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Rysunek 13. Zestawienie widm teoretycznych IR wyznaczonych dla para-halogeno-
anilin”. Obliczenia wykonano dla vy = 1064 nm, co odpowiada dlugosci fali lasera

Nd:YAG. Na rysunku zaznaczono numery drgan zgodne z tabelami 8-10 oraz publikacja

[7].

“ Dla poréwnania na rysunku powtérzono takze widmo Raman uzyskane dla aniliny (podpisano drgania
vasNH, {1} oraz vsNH, {2}).
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Rysunek 14. Zestawienie widma doswiadczalnego IR oraz widm w przyblizeniu
harmonicznym i anharmonicznym dla PFA. Ze wzgledu na czytelnos¢ widma,
intensywnosci drgan oznaczonych symbolem I* przeskalowano zgodnie z podanym na

rysunku wspotczynnikiem skalujacym [35].
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Rysunek 15. Zestawienie widma doswiadczalnego Ramana oraz widm w przyblizeniu

harmonicznym i anharmonicznym dla PFA. Intensywnosci drgan oznaczonych na rysunku

I* przeskalowano zgodnie z podanymi na rysunku wspotczynnikami skalujacymi [35].
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1.5.3.6 Przypisanie ,,problematycznych” drgan normalnych w oparciu o metody MP2
i B3LYP

Wigkszos¢ obliczen kwantowych prezentowanych w pracy wykonano metoda
funkcjonatu ggstosci B3LYP, gdyz jak pokazano dla czasteczki aniliny [33], perturbacyjna
metoda MP2 zawodzi przy opisie czg$ci drgan normalnych. W tabeli 13 zestawiono
drgania, dla ktérych wystepuja najwigksze réznice pomiedzy czgsto§ciami zmierzonymi
eksperymentalnie, a czgsto$ciami wyznaczonymi na podstawie rachunku zaburzen

Mollera-Plesseta do drugiego rzedu (MP2).

Tabela. 13. Zestawienie wybranych czgstosci wyznaczonych eksperymentalnie
Z czestoSciami wyznaczonymi teoretycznie metodami MP2 i B3LYP (o, cm™)

oraz intensywno$ciami w widmie w podczerwieni (AR, km/mol) dla czasteczki aniliny.

MP2 MP2 B3LYP
Noe|  SYm Exp. | O-311%G(p) | 6-311++G(dfpd) | 6-311++G(dfpd)
(|ab6‘|) © AIR o A|R o AlR
28 A’ (4) 688 445 12.6 682 98.2 689 27.6

27 | A’ (11) 755 727 2495 | 752 1025 | 752  69.2
24 | A’ (17b) | 875 828 8.3 846 142 | 873 6.9
23 | A” (178) | 957 887 0.5 906 2.1 951 0.0
22 | A’ (5) 968 884 1.1 967 1.0 966 0.1
14 | A” (14) | 1324 | 1433 62 1437 6.2 1323 72

*Numeracja zgodna z tabela 4.

Z porownania czgstosci doswiadczalnych z wyznaczonymi teoretycznie wynika,
iz metoda MP2 zawodzi przy okreslaniu czgstosci tych drgan. Najwigksze rozbieznos$ci
obserwowane sa dla drgan normalnych numer 28 oraz 14. Pierwsze z wymienionych drgan
normalnych mozna opisa¢ jako naprzemienny ruch atoméw wegla, nad 1 ponad
plaszczyzng uktadu aromatycznego, analogicznego do drgania nr 4 zgodnie z notacja
Wilsona dla drgan piericienia benzenowego (ring puckering motion) [57]. Obliczenia na

poziomie MP2/6-311+G(d,p) pokazuja dramatycznie niska czestos¢, o okolo 240 cm™
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mniejsza od warto$ci wyznaczonej eksperymentalnie. Rozbudowanie bazy funkcyjnej do
6-311++G(df,pd) znaczaco poprawia zgodnos$¢ obliczonej czgstosci drgania w odniesieniu
do danych doswiadczalnych, lecz wyznaczona intensywno$¢ teoretyczna tego drgania
w widmie IR jest znacznie przeszacowana. Natomiast metoda B3LYP znakomicie oddaje
zarbwno czestosci eksperymentalne, jak i intensywno$¢ drgania’, co zostalo
zaprezentowane w czegs$ci pracy opisujacej drgania pierscienia.

,Problematycznym” drganiem jest drganie normalne numer 14, zwiazane
Z naprzemiennym rozcigganiem i skracaniem wiazan C-C w pierScieniu aromatycznym.
W literaturze drganie to okreslane jest jako drganie Kekulégo (Kekulé mode), gdyz dwie
struktury graniczne zwiazane z maksymalnym wychyleniem atoméw wegla odpowiadaja
dwom dominujacym strukturom rezonansowym dla aniliny (rysunek 6). Jak pokazano
w tabeli 13, metoda MP2 przeszacowuje czestos¢ tego drgania o okoto 110 cm™
niezaleznie od uzytej w obliczeniach bazy funkcyjnej. Natomiast obliczenia wykonane
metoda B3LYP wykazuja bardzo dobra zbiezno$¢ z danymi doswiadczalnymi.

Handy i wspot. [79] podobnie deprecjonuja metode MP2 w odniesieniu obliczen
dla czasteczki benzenu dla drgan normalnych oznaczonych jako 4 i 14 w notacji Wilsona
[57]. Podobne rozbieznosci zostaty takze zaobserwowane dla obliczen na poziomie metody
MP2 dla czasteczki fenolu [21]. Roéwnoczesnie metoda B3LYP znacznie lepiej
odzwierciedla czgstosci i intensywnosci poszczegolnych drgan, dlatego wykorzystano ja
jako metodg referencyjng do przedstawiania wynikoéw obliczen opisywanych w niniejszym

rozdziale.

* Zgodnos¢ z danymi eksperymentalnymi dla metody B3LYP uzyskano zaréwno stosujac rozbudowana baze
funkcyjna 6-311++G(df,pd), jak i mniejsza baze 6-311+G(d,p).
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1.6 Polianilina

Dalekosigznym celem przedstawionych w pracy obliczen, byto zaprojektowanie
potprzewodnikow na bazie polimeru aniliny i jej pochodnych. Polianilina bedaca
izolatorem, odpowiednio domieszkowana mogtaby by¢ przewodnikiem typu p lub typu n.
W perspektywie, pozwolitoby to na tworzenie elastycznych uktadéw elektronicznych,
w ktoérych warstwa nosna (polianilina) 1 warstwy potprzewodzace (domieszkowana
polianilina) wywodzitby si¢ z tego samego materialu. Koncepcja taka zrodzita si¢ pod
wplywem prac Alana G. MacDiarmida i Alana J. Heegere’a, ktorzy wspolnie z Hideki
Shirakawa podjeli badania nad domieszkowaniem poliacetylenu. Zaobserwowali ono,
iz juz niewielkie dodatki jodu poprawiaja przewodnictwo acetylenu o kilka rzedoéw
wielkosci, a dodatkowe orientowanie folii na drodze rozciagania umozliwia uzyskanie
przewodnictwa w porownaniu rownego przewodnictwu miedzi [80-83]. Ich dlugoletnie
badania zwiazane z odkryciem i charakterystyka polimeréw przewodzacych zostaly
uhonorowane przyznaniem im w 2000 roku Nagrody Nobla w dziedzinie chemii [84].

W dwoch pracach magisterskich [5, 6], przeprowadzonych pod opieka dr inz. Piotra
Wojciechowskiego, podjgto probe zaprojektowania za pomoca modelowania
molekularnego z zastosowaniem teorii funkcjonalow gestosci (DFT) potprzewodnika
organicznego na bazie aniliny”. W pracach wykorzystano informacje, iz domieszkowanie
poliacetylenu akceptorami takimi jak I, prowadzi do utworzenia kationow (dodatnio
natadowanych solitonéw). Z kolei domieszki donorowe, jak sod, prowadza do tworzenia
anionéw (solitonéw ujemnych) [85, 86]. Przeprowadzone w latach 2004-2008 badania
teoretyczne wykazaly mozliwo$¢ wytworzenia materialdéw potprzewodnikowych na bazie
polianiliny domieszkowanej odpowiednio jonami srebra [5] oraz jodem [6]".
O poprawnosci wyboru materiatu $wiadczy mnogos$¢ tematow opisujacych implementacje
polianiliny jako materialu polprzewodnikowego [87-91], a sama trafno$¢ koncepcji
domieszkowania polianiliny zostala zweryfikowana w 2012 roku w niezaleznej pracy

poswigconej przewodzacym nanorurkom, okreslonym jako silver@polyaniline [92].

“ Do okreslenia wiasciwosci proponowanego w pracy polprzewodnika organicznego przeprowadzono
optymalizacje geometrii: obliczenia parametréw strukturalnych, energii catkowitej uktadu i réznicy migdzy
ostatnim zajetym a pierwszym wolnym orbitalem (HOMO — LUMO) dla monomeru, dimeru i tetrameru
aniliny oraz jej domieszkowanych pochodnych.

" Przyktadowo w trakcie domieszkowania polianiliny jodem na tancuchu polimerowym powstaje tadunek
dodatni — dochodzi do rozerwania jednego wiazania m. Powstaly w ten sposob wolny elektron moze
swobodnie si¢ przenosi¢ wzdtuz tancucha. W efekcie podwojne wiazanie ,,przesuwa si¢” wzdluz tancucha.
Natomiast tadunek dodatni jest stabilny na skutek elektrostatycznego przyciagania jonu jodkowego.
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2 Inzynieria chemiczna — modelowanie reakcji chemicznych

2.1 Wstep

W rozdziale przedstawiono dwa wybrane zagadnienia przedstawiajace wykorzystanie
modelowania komputerowego w inzynierii chemiczne;j.

Pierwsze z wybranych zagadnien zwiazane jest z opracowaniem modelu
enzymatycznej degradacji biopolimerow pozwalajacego na analiz¢ zmian wszystkich stezen
substratow, produktow posrednich oraz koncowych uczestniczacych w reakcji enzymatycznej
degradacji biopolimeréw. Dodatkowo przy opracowywaniu modelu zatozono iz powinien
pozwala¢ réwnoczesnie na opisywanie reakcji multisubstratowych i multienzymatycznych
oraz powinien cechowac¢ si¢ duza elastyczno$cia i posiada¢ mozliwos¢ tatwej modyfikacji
pozwalajacej na uwzglednienie dodatkowych zjawisk towarzyszacych poszczegodlnym
procesom. Model przedstawiono 1 zweryfikowano dla danych opisujacych proces
enzymatycznej hydrolizy skrobi przebiegajacy przy udziale enzymoéw amylolitychnych.

Drugie prezentowane zagadnienie zwiazane jest z modelowaniem kinetyki reakcji
usuwania jonow chromu(lll) z wykorzystaniem alg Spirulina sp.

Warto podkresli¢, iz wybor obu prezentowanych tematow nie byt przypadkowy.
Pod koniec XX wieku firma Cargil uruchomita w zaktadzie na terenie Bielan Wroctawskich
linie¢ do produkcji substancji stodzacych, takich jak syropy glukozowe i glukozowo-
fruktozowe~, oraz skrobi przemystowych, wykorzystywanych w przemysle papierniczym,
w produkcji tektury falistej i przemysle biochemicznym. Substratem do produkc;ji jest skrobia,
bedaca polisacharydem i modelowym polimerem, ktorego proces enzymatycznej degradacji
opisano w rozdziale. Natomiast drugi temat zwiazany jest ze zmianami norm ochrony
srodowiska, ktore nastapily z chwila wlaczenia Polski do struktur Unii Europejskiej

i wykorzystaniem ,,przyjaznej” dla srodowiska techniki bioakumulacji.

“ Na glownej linii technologicznej zakladzie Cargil wspomniane syropy uzyskuje si¢ na skale przemystowa
w procesie kwasnej hydrolizy skrobi (proces nieenzymatyczny). Réwnolegle we Wroctawiu produkuje sig takze
specjalne odmiany polioli, maltodekstrynyn, skrobi, lecytynyn, fosfolipidow, ksantan, karagenéw, alginianow,
pektyn i dekstroz do wykorzystania w przemysle farmaceutycznym oraz kosmetycznym.
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2.2 Model enzymatycznej hydrolizy skrobi
2.2.1 Budowa skrobi

Skrobia [CAS # 9005-25-8] nalezy do najbardziej rozpowszechnionych w przyrodzie
wielocukrow, stanowiac podstawowy material zapasowy w komorkach roslinnych. Powstaje
ona w wyniku asymilacji dwutlenku wegla przez fotosyntezujace rosliny. Jest gldownym
sktadnikiem weglowodanowym pokarmu cztowieka obecnym w wigkszosci warzyw, a takze
we wszystkich potrawach macznych. O znaczeniu skrobi w gospodarce przekonuja liczby.
W  roku 2008 s$wiatowa produkcja skrobi wyniosta okoto 66 milionéw ton.
W Uni Europejskiej aktualna produkcja skrobi jest na poziomie 9 milionéw ton, z czego
okolo 60% wykorzystywana jest w przemys$le spozywczym, natomiast pozostale 60%
wykorzystywana jest do innych zastosowan przemystowych” [1, 2].

Pod wzglgdem chemicznym jest produktem niejednorodnym, ztozonym z dwoch
glukan6éw: amylopektyny (15+80%) i amylozy (20+85%). Amyloza jest liniowym polimerem
ztozonym z reszt D-glukozy powiazanych wiazaniami a-1—4-glikozydowymi (rys 2.1a),
natomiast amylopektyna jest polimerem rozgal¢zionym, zawierajacym dodatkowo pewna
ilo§¢ wiazan o-1—6-glikozydowych (rys 1.1b)" [4]. W roztworach wodnych amyloza tworzy
roztwory koloidalne, w przeciwienstwie do amylopektyny, ktéra ogrzana w wodzie pgcznieje
i tworzy Klajster (kisiel, krochmal). Stosunek amylozy do amylopektyny w skrobi oraz
stosunek ilo$ci wiazan a-1—4 do a-1—6 w czasteczkach amylopektyny zalezy nie tylko od
gatunku rosliny, z ktorej pochodzi, ale i od jej wieku, okresu 1 warunkow wegetacji, a takze
w mniejszy stopniu od sposobu pozyskiwania skrobi. Powyzsze roéznice w budowie
1 wielkosci czasteczek skrobi wplywaja w sposob znaczacy na jej wlasciwosci
fizykochemiczne, a takze organoleptyczne (patrz rys. 2.2). Srednia masa amyloza ze skrobi
ziemniaczane] waha si¢ od 4 do 17 kDa, natomiast amylopektyny od 200 do 600 kDa.
Niektore prace raportuja bardziej ztozona budowe skrobi, przedstawiajac ja jako ,,ziarno” zto-
zone z dwoch warstw rdéznigcych si¢ wzajemnymi proporcjami amylozy (w wigkszym stopniu

skupionej we wnetrzu ziarenek) i amylopektyny (przewazajacej w otoczce ziarenek) [5, 6].

“ Obecnie na terenie Uni Europejskiej intensywnie rozwija si¢ rynek zwiazany z wykorzystaniem skrobi do
biopaliw wyprodukowanym na bazie bioetanolu i benzyny [3]. Typowym surowcem do produkcji bioetanolu jest
cukier uzyskiwany ze skrobi w reakcji enzymatycznej.

" Stosunek liczby wiazan a-1—4-glikozydowych do ilosci wiazan o-1—6-glikozydowych okreslany bywa
w literaturze jako stopien polimeryzacji DP (ang. polimerization degree).
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a)
X
(6]
koniec ! o koniec'
nieredukujacy H OH H OH redukujacy
b)

tancuch podrzgdny punkt rozgatezienia

(wiazanie a-1—6-glikozydowe)

fancuch gtéwny CH,OH

Rys. 2.1. Budowa czasteczki skrobi.

a) struktura czasteczki amylozy;

b) fragment czasteczki amylopektyny (kolorem niebieskim zaznaczono fragment okreslany jako
punkt rozgalgzienia w czasteczce).

natywna skrobia z natywna skrobia wosko- natywna skrobia z natywna skrobia skrobia modyfikowana
kukurydzy podobna z kukurydzy manioku (tapioca) NOWATION® 2300 tradycyjnie

Rys. 2.2. Poréwnanie przyktadowych typdéw skrobi (roztwory skrobi zabarwiono czerwonym

barwnikiem, wg National Starch and Chemical Company ) [7].
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2.2.2 Zastosowanie enzymoéw amylolitycznych

Przemystowe zastosowanie enzyméw amylolitycznych [EC 3.2.1] nierozerwalnie
zwiazane jest z procesami enzymatycznej hydrolizy policukrow, w tym glownie z hydroliza
skrobi. Maja one szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym, a takze w przemysle
gorzelniczym, widkienniczym, papierniczym, poligraficznym, stolarski (wyrdob klejow),
pralniczym, w kosmetyce i lecznictwie.

Z zastosowania enzymOw w procesach technologicznych ptynie szereg korzysci,
m. in.:

e mozliwo$¢ prowadzenia reakcji w tagodnych warunkach (enzymy obnizaja energi¢
aktywacji),

e enzymy cechuja si¢ okre§lona specyficzno$cia, dzigki czemu mozliwe jest uzyskanie
okreslonych produktow reakcji,

e katalizuja reakcje w matych ilo$ciach w poroéwnaniu z iloscia substratu, a ich dziatanie
moze by¢ tatwo kontrolowanie i1 jednocze$nie tatwo przerwane.

W przypadku enzymoéw amylolityczny dodatkowo wazne jest, Ze nie sa one toksyczne,

nie wplywaja one negatywnie na pogorszenie walorow organoleptycznych produktow

(np. serow), a stosowane powszechnie w przemysle enzymy amylolityczne sa wzglednie tanie

i fatwo pozyskiwane [5].

Enzymy amylolityczne wykorzystuje si¢ powszechnie na skale przemystowa
w procesach uplynniania 1 scukrzania skrobi do produkcji syropow dekstranowych,
wysokomaltozowych, wysokoglukozowych oraz syropow fmktozowychT [8]. Etap
enzymatycznej hydrolizy jest niezastapiony w wielu procesach biotechnologicznych,
jak chociazby produkcja piwa. Obecnie wzrasta zapotrzebowanie przemystu na okreslone
produkty pochodne skrobi oraz syropy o $cisle okreslonych parametrach fizyko-chemicznych.
Przyktadowe zastosowania skrobi modyfikowanej / przetworzonej w przemysle spozywczym
i farmakologicznym przedstawiono w Tab. 2.1.

Szerokie zainteresowanie procesowi hydrolizy skrobi zawdzigcza si¢ duzemu

zapotrzebowaniu przemystu na pochodne skrobi oraz stosunkowo niskiej cenie surowca i jego

“ Pojecie enzym zaproponowat noblista R. Kuhn. W jezyku greckim en ‘w’yme 0znacza zakwaszone ciasto. Jako
synonimy stowa enzym uzywa si¢ takze poje¢: biokatalizatory [gr.], fermentery [fac.] i zaczyny.

" Na rynku dolno$laskim potentatem w produkcji syropéw glukozowych i fruktozowych (gtownie hydroliza
kwasna) jest powstala na terenie Bielan Wroctawskich filia firmy Cargil .
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odnawialnosci . Obecnie w wielu krajach $wiata trwaja badania nad mozliwoscia

wykorzystania produktow uzyskanych ze skrobi (np. alkoholu etylowego) jako taniego,
ykorzystania produkto yskanych krobi (np. alkohol ylowego) jak ieg

proekologicznego paliwa [9].

Tab. 2.1. Przyktady zastosowania enzymow amylolitycznych w przemysle spozywczym i medycynie.

Substancje pochodne
skrobi natywnej

Enzymy uzywany przy
produkcji

Przykladowe zastosowania w przemysle

skrobia modyfikowana

a-amylazy

Przemyst cukierniczy i piekarniczy (poprawienie zdolnosci wyrastania
ciasta); zaggstnik (np. produkcja ketchupow); wypekiacz / substancja
stabilizujaca / czynnik zapobiegajacy zbrylaniu si¢ produktow (zupy
blyskawiczne), przechowalnictwo produktéw spozywczych - czynnik
ograniczajacy powstawanie ziaren lodu oraz regulujacy wilgotnos¢

Przemyst browarniczy 1 gorzelniczy (przeksztalcenie skrobi

w sacharydy fermentujace)
Produkcja tworzyw i opakowan biodegradowalnych
Medycyna: antyuleniacze, enkapsulowanie lekow, wypelniacze,

dezintegranty. Podloze fluidyzacyjne, czynnik utrzymujacy wilgotnos¢,
czynnik zapobiegajacy zbrylaniu sig¢ substancji

syropy maltozowe

B-amylazy
(a-amylazy — wstepne uptynnianie
skrobi)

krystalizacji
waloréw

sacharozy,
smakowych,

Przemyst  cukierniczy  (zapobieganie
zwigkszanie  konsystencji, polepszenie
wydhuzenie trwatosci produktow)

syropy glukozowo-
maltozowe

glukoamylazy, B-amylazy
(a-amylazy — wstepne uptynnianie
skrobi)

Produkcja lodow, konfitur i dzemoéw, syropow owocowych, sokow,
ciastek, mrozonej zywnosci

syropy glukozowe

Glukoamylazy
(a-amylazy — wstepne uptynnianie
skrobi)

Przemyst cukierniczy i pszczelarski

syropy o wysokim wskazniku | o-amylazy Przemyst piwowarski i piekarniczy
cukréw fermentacyjnych
syropy fruktozowe izomerazy fruktozowe Produkcja napojéw (Coca Cola, Pepsi Cola), produkcja zywnos¢ dla
(izomeryzacja glukozy do dietetykow (fruktoza metabolizowana jest bez udziatu insuliny)
fruktozy)
syropy wysokofruktozowe izomerazy fruktozowe Przetworstwo owocdw, produkcja konfitur i syropéw owocowych
syropy maltodekstrynowe a-amylazy Przemyst  spozywczy (regulatory  wilgotnosci,  wypelniacze);
przemyst cukierniczy (produkcja lodéw, mrozonek, cukierkow),
przemyst farmakologiczny (enkapsulacja lekow - ochrona przed
utlenianiem)
maltoza krystaliczna B-amylazy Wlewy dozylne u dietetykow

“ Przyjmuje sie, ze z jednego ziarna kukurydzy otrzymuije si¢ po jednym okresie wegetacji okoto 800 nowych

ziaren.
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2.2.3. Charakterystyka enzymow amylolitycznych

Amylazy sa enzymami produkowanymi zaréwno przez ro$liny, zwierzgta i jak

i grzyby. U kregowcow pelnia one funkcje typowych enzymoéw trawiennych i sa obecne m. in.

w $linie i wydzielinie trzustkowej. W §wiecie roslinny, wystgpuja one zwlaszcza w ziarnach

kietkujacych zboz,

gdzie nastepuje

ich

synteza majaca za zadanie uruchomienie

zgromadzonego w formie skrobi materiatu energetycznego. Podstawowe kryteria podziatu

enzymédw amylolitycznych spotykane w literaturze przedstawiono w Tab. 2.2.

Tab. 2.2. Wybrane kryteria podzialu enzymow amylolitycznych [5, 8, 10, 11, 12].

Kryterium podzialu enzyméw amylolitycznych:

Typy enzyméw amylolitycznych:

<> ze wzgledu na typ hydrolizowanego wiazania O hydrolizujace wiazania a-1,4-glikozydowe:
glikozydowego e o-amylazy,
e [-amylazy,
e  endo-o-amylazy.
O  hydrolizujace wiazania a-1,6-glikozydowe:
e enzymy znoszace rozgalezienia (izoamylazy, pullulanazy)
O  hydrolizujace wiazania a-1,4- i a-1,6-glikozydowe:
e  glukoamylazy,
e  pullulenazy.
<> ze wzgledu na miejsce hydrolizowanego O endoamylazy: O egzoamylazy:
wigzania glikozydowego w czasteczce skrobi . a-amylazy, . B-amylazy,
(cigcie ,,z brzegu” lub ,,wewnatrz fancucha”) . pullulenazy, . glukoamylazy,
e  cyklodekstrynazy. e egzo-a-amylazy.
> ze wzgledu na zachodzace procesy O  amylazy uplynniajace: QO  amylazy scukrzajace:
o o-amylazy, e B-amylazy,
e izoamylazy, e  glukoamylazy,
e pullulenazy, e egzo-a-amylazy.
e cyklodekstrynazy.
<> ze wzgledu na pochodzenie O  roslinne, O  zwierzece,
QO  bakteryjne, Q  grzybowe.
<> ze wzgledu na formg anomeryczna produktéw O  amylazy uwalniajace produkty w formie anomerycznej
(np. a-amylazy, cyklodekstynazy),
O  amylazy uwalniajace produkty w formie nieanomerycznej
(B-amylazy i glukoamylazy).
< ze wzgledu na budowg przestrzenna oraz centow | O  struktura walca (B/a)s ,
aktywnych amylaz Q  struktura (B/a)s {B-amylazy} ,
O  struktura walca (o/a) {glukoamylazy}.
3 ze wzgledu na wlasciwosci fizykochemiczne O  termostabilne”,
Q | kwasne”, ,,zasadowe” (optimum pH),
O  metalozalezne (wymagajace obecnosci jonéw metali, np. Mg2+, Co%,
Mn?* lub wrazliwe na obecno$é jonoéw Ca?*).
3 ze wzgledu na czynnik wywolujacy inhibicje O inhibowane substratem,
enzymu O inhibowane produktem (produktami) reakcji,
U inhibowane (ulegajace inaktywacji) pod wptywem innego czynnika.
< ze wzglgdu na mechanizm inhibicji O enzymy ulegajace inhibicji  kompetycyjnej,  niekompetycyjnej,
akompetycyjnej, itp.
- ze wzgledu na proces technologiczny O enzymy uptynniajace (endoamylazy; gtownie a-amylazy),
0O enzymy scukrzajace (egzoamylazy, gtownie 3-amylazy i glukoamylazy).

“ Oprocz poszukiwan enzymow produkowanych przez tzw. termofile i hipertermofile [13], mozliwych do
zastosowania w podwyzszonych temperaturach, obecnie wzrasta zainteresowanie przemystu takze amylazami
produkowanymi przez organizmy ,zimnolubne” [14], ktérych zastosowanie pozwala zredukowaé koszty
zwiazane z podgrzewaniem mieszaniny reakcyjnej oraz dodatkowo gwarantuje stabilnos¢ produktow hydrolizy.
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Enzymy amylolityczne, zgodnie z klasyfikacja stworzona w 1961 roku przez Komisje
Enzymowa Migdzynarodowej Unii Biochemicznej, zaliczane sa do klasy hydrolaz, podklasy
hydrolaz atakujacych wiazania glikozydowe (EC 3.2.). Klasyfikacja na podpodklasy oparta
jest na potozeniu hydrolizowanego wiazania glikozydowego w czasteczce substratu.
W dalszej cze$ci rozdziatu przedstawiono schemat dziatania enzymow amylolitycznych oraz

wybranych enzymow zwiazanych z procesem hydrolizy skrobi [5, 11, 12].

a-amylazy (EC 3.2.1.1) - hydrolizuja wiazania o-1,4-glikozydowe ulokowane wewnatrz
czasteczki skrobi. Wigkszo$¢ a-amylaz nie hydrolizuje wiazan «-1,4-glikozydowych
ulokowanych w bezposrednim sasiedztwie miejsc rozgalgzienia w czasteczkach
amylopektyny. Schemat dzialania o-amylazy na czasteczkg amylopektyny przedstawiono na

rys. 2.3.

Przyktadowe produkty reakcji:

5x OO0 i

Rys. 2.3. Schemat ataku o-amylazy na czasteczke amylopektyny. Podjednostki glukozy
w czasteczkach skrobi zaznaczono szeSciokatami, miejsca ataku enzymu na wiazania glikozydowe
zaznaczono strzatkami, czerwonym kolorem oznaczono koniec redukujacy w tancuchu.
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egzo-a-amylazy - katalizuja reakcjg uwalniania od koncow nieredukujacych skrobi liniowych
oligosacharow. W zalezno$ci od typu enzymu zawieraja one od trzech do szeSciu reszt

glukozowych.

OO0 OO000000000000
o-C-O-0-C0 o-O-0-0

Rys. 2.4. Schemat ataku egzo-o-amylaz na czasteczk¢ amylozy, zaznaczono miejsca ataku
poszczegdlnych typow egzo-o-amylaz (o0znaczenia zgodne z poprzednim rysunkiem).

pullulanazy (EC 3.2.1.41) - hydrolizuja wiazania o-1,6-glikozydowe w czasteczce skrobi.
Wyrodzniane sa takze amylopullulanazy i neopullulanazy hydrolizujace zaréwno wiazania
a-1,6-glikozydowe, jak i wiazania o-1,4-glikozydowe. Produktami reakcji hydrolizy skrobi
przy udziale amylopullulanaz i neopullanaz jest mieszanina krotkich oligochacharydow

pozbawiona praktycznie dekstryn granicznych zawierajacych wiazania o-1,6-glikozydowe.
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B-amylazy (EC 3.2.1.2) - katalizuja hydroliz¢ wiazan o-1,4-glikozydowych migdzy druga,
a trzecia podjednostka glukozy liczac od konca nieredukujacego w czasteczce skrobi.
W zaleznosci od wielkosci od budowy centrum aktywnego enzymu, reakcja hydrolizy skrobi,
zostaje zatrzymana w odlegltoéci od 2 do 5 podjednostek glukozy od miejsca potozenia
wiazania o-1,6-glikozydowego. Przyjmuje si¢, ze niektore B-amylazy ulegaja inhibicji
kompetycyjnej maltoza uwalniana w wyniku reakcji. Na rys. 2.5. przedstawiono schematy

ataku B-amylazy na czasteczke amylopektyny oraz r6znych mechanizméw reakcji.

Produkty hydrolizy.

b) \ Produkty:
o0
O-O-O-O0-O0-O0-0-0-0-0-0-0-0-00-0 O-O-OC-CO-O0O0O0O00C-0-0-000
0 \ Produkty:
OO 500
Oo-O-O0-0-00
d) l Produkty:
TSI 0
OC-O-O-C-O0-O0-0-0-0-0-0-0-00-00

Rys. 2.5. Schemat ataku [3-amylazy (oznaczenia jak na poprzednim rysunku).

a) atak B-amylazy na czasteczke amylopektyny,

Mozliwe mechanizmy dziatania 3-amylazy:

b) atak losowy (ang. random attack) - adsorpcja, pojedyncze ciecie wiazania glikozydowego,
desorpcja z uwolnieniem jednej czasteczki maltozy,

¢) wielokrotny atak tfancuchowy (ang. multiple chain attack) - adsorpcja, seria cie¢ prowadzaca do
sekwencyjnego uwalniania czasteczek maltozy, desorpcja,

d) d) pojedynczy atak tancuchowy (ang. single chain attack) - adsorpcja, hydroliza do konca
lancucha co drugiego wiazania o-1,4-glikozydowego u uwalnianiem czasteczek maltozy,
desorpcja.
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glukoamylazy (y-amylazy) (EC 3.2.1.3) - uwalniaja czasteczki glukozy, hydrolizujac
wiazania a-1,4-glikozydowe od konca nieredujacego tancucha poliglukozowego. Wigkszos¢
glukoamylaz posiada zdolno$¢ hydrolizy takze wiazan o-1,6-glikozydowych znajdujacych sie

przy nieredukujacej reszcie glukozowej w tancuchu.

Produkty reakcji:

Rys. 2.6. Schemat ataku glukoamylazy na czasteczk¢ amylopektyny (oznaczenia zgodne
z poprzednimi rysunkami).

izoamylazy (EC 3.2.1.68) - hydrolizuja wiazania a-1,6-glikozydowe wewnatrz czasteczki
skrobi, powodujac uwolnienie liniowych polisacharydéw. Potocznie izoamylazy nazywane sa

enzymami znoszacymi rozgalezienia.

Produkty reakcji:

Rys. 2.7. Schemat ataku izoamylaz na czasteczkg amylopektyny (oznaczenia zgodne z poprzednimi
rysunkami).
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Oprocz hydrolaz w procesach zwiazanych konwersja skrobi 1 glukozy stosowane sa takze inne

enzymy, takie jak:

cyklotransferazy (EC 2.4.1.19) - naleza do klasy transferaz, i podobnie jak egzo-a-amylazy
katalizuja reakcje¢ wuwalniania oligosacharydéw od koncow nieredukujacy skrobi.
W przeciwienstwie jednak do egzo-a-amylazy uwalniane produkty nie sa w formie liniowe;,

lecz maja formg zamknigtych pierscieni cyklodekstrynowych (rys. 2.8.).

gamma-glikozylotransferaza

beta-glikozylotransferaza

alfa-glikozylotransferaza

O-O-C-O-O0C0-0- 000000000
Mta\

L0020, 0202 Oo-O-O-C0-O0-CC0 O-O-O-C-0-0-0C00
gamma-cyklodekstryna beta-cyklodekstryna alfa-cyklodekstryna

Rys. 2.8. Schemat ataku cyklotransferaz na czasteczk¢ amylozy, zaznaczono miejsca ataku
poszczegdlnych typow cyklotransferaz (oznaczenia zgodne z poprzednimi rysunkami).

izomerazy ksylozowe (izomeraza glukozowa) (EC 5.3.1.5) - wykorzystywana przemystowo

glownie w procesie izomeryzacji D-glukozy do D-fruktozy (rys. 2.9.).

CH,OH
CH,OH 4
. OH
izomeraza ksylozowa
H OH
H CH,OH
H OH OH H

Rys. 2.9. Schemat dzialania izomerazy ksylozowej, na przyktadzie izomeryzacji glukozy do fruktozy.
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glikozylotransferaza rozgalezien «a-glukanu (amylo-1,4—1,6-glukozylotransferaza),
katalizuje reakcje przeniesienia fragmentu liniowego tancucha poliglukozowego
z utworzeniem wiazania a-1,6-glikozydowego, zgodnie ze schematem przedstawionym na

rys. 2.10.

OO0 OO0 000000

tancuch podrzedny

fancuch glowny

Rys. 2.10. Schemat dziatania glikozylotransferazy rozgalgzien o-glukanu na czasteczkg amylozy.
Kolorem zielonym zaznaczono przenoszony fragment poliglukozowy, pozostate oznaczenia zgodne
z poprzednimi rysunkami.

Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze nawet enzymy otrzymywane z roznych mutacji danego
szczepu bakterii moga si¢ rozni¢ powinowactwem do substratu, wydajnoscia procesu
konwersji skrobi, a takze wrazliwoscia na temperature. [15]

Enzymy, w tym takze enzymy amylolityczne moga takze prowadzi¢ reakcje odwrotne
(ang. reverse reaction). Uwidacznia si¢ to szczegdlnie w koncowym etapie reakcji,
gdy wystepuje niedobor substratu, przy jednoczesnie wysokim st¢zeniu produktu [11, 12].
Przyktadowo glukoamylaza moze katalizowaé reakcj¢ ,laczenia” si¢ czasteczek glukozy
z utworzeniem m.in.: o,B-trehalozy (a-D-glukopyranozylo-B-d-glukopyranozy), kojibiozy
(2-0-a-D-glukopyranozylo-D-glukozy),  nigerozy  (3-0-a-D-glukopyranozylo-b-glukozy),
maltozy  (4-a-D-glukopyranozylo-b-glukozy), izomaltozy (6-0-a-D-glukopyranozylo-D-
glukozy), maltotriozy (4-0-a-D-glukopyranozylo-maltozy), panozy (6-0-o-D-glukopyranozylo-
D-maltozy), izopanozy (4-0-a-D-glukopyranozylo-izomaltozy) oraz izomaltotriozy (6-0-o.-D-

glukopyranozylo-p-izomaltozy) [16].
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Schemat typowego procesu technologicznego pozyskiwania skrobi kukurydzianej i jej

obrobki przedstawiono na rys. 2.11.

zbidr kukurydzy

komory przezna-
czone do wstgpnego

namaczania kolb

kukurydzianych

przemiat kolb
kukurydzy

segregacja
kolb

zbiorniki ré;kcyjne produkcja skrobi

oczyszczanie skrobi

wstgpna separacja

Umyta, obrana kukurydza przenoszona jest tasmociagiem do zbiornikéw
z tagodnym, kwasnym roztworem. Rozmigkczona kukurydza jest mielona w celu
odrzucenia kaczanéw, nastgpnie zmielony i wyselekcjonowany materiat
przenoszony jest do tuskarki. Uzyskana zawiesina zawierajaca gluten i skrobig
rozdzielana jest w wirowkach. Zawiesina skrobi przenoszona jest do reaktorow,
gdzie poddaje si¢ ja chemicznej i fizycznej modyfikacji. Uzyskany produkt
oczyszczany jest w wirowkach myjacych, poddawany dekantacji w wirdwkach
koszykowych i suszony w wiréwkach kotowych. Sucha skrobia jest proszkowana
i poddawana kontroli jako$ci, a nastgpnie pneumatycznie przenoszona jest do
zbiornikow. Koncowy produkt jest pakowany w torby lub jest przewozony
cysternami.

suszenie produktow
odpadowych

"e(ﬁ:;;_

g

przechowywanie
glutenu

przechowywanie

. . zatadunek
/ melanzowanie

pakowanie

spedycja

Rys. 2.11. Schemat procesu technologicznego produkcji z kukurydzy skrobi modyfikowanej
(wg National Starch and Chemical Company [7]).
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2.2.5 Opis kinetyki reakcji

Wigkszo§¢ modeli kinetycznych stosowana przy opisie reakcji chemicznych okresla
zmiang st¢zenia jednego sktadnika uktadu (np. substratu lub produktu) podczas trwania
procesu, natomiast stezenia pozostalych reagentéw okreslane jest z bilansu reakc;ji.
Przyktadem moze by¢ reakcja przebiegajaca wg teorii Michaelisa-Menten [17],
z utworzeniem odwracalnego kompleksu enzym-substrat, podlegajacego dalszej
nieodwracalnej przemianie do produktu i wolnej czasteczki enzymu wedtug schematu:

E+S<ES—>E+P
Dla powyzszej reakcji zgodnie z modelem Michaelisa-Menten szybkos¢ powstawania
produktu okreslona jest jako:

dP _ Vi [S] _ ks [E][S]
dt Ky +[S] Ky +[S]

Natomiast szybko$¢ ubywania substratu, mozemy wyznaczy¢ z bilansu reakc;ji:

ds__dp
dt dt

Stosujac przedstawiony model Michaelisa-Menten lub inny model monosubstratowy
zaktadajacy powstanie jednej klasy produktow, traktujemy skrobig jako jednorodny substrat,
ktérego hydroliza prowadzi do powstania jednego badz zaledwie kilku typoéw cukrow .

Jednakze w rzeczywistosci proces hydrolizy skrobi jest o wiele bardziej zlozony,
a w celu wierniejszego opisania jego kinetyki konieczne jest uwzglednienie takich zjawisk jak
[11, 12, 18, 19, 20]:

e multisubstratowos¢ — substratami sa czasteczki amylozy i amylopektyny, o réznej masie
czasteczkowej oraz r6znym stopniu polimeryzacji,

e powstawanie wielu produktow posrednich, ktére moga by¢ substratami w dalszych
etapach reakcji,

e w reakcji powstaje szereg produktow koncowych, takich jak np.: glukoza, maltoza,
maltotrioza, dekstryny graniczne,

e wieloenzymatycznos¢ — w szeregu procesach przemystowych stosowany jest uktad

enzymow o réznym dziataniu i r6Znym powinowactwie do substratu,

“ Uniemozliwia to przykladowo doktadne okreslenie koncowego sktadu mieszaniny reakcyjnej gdy produktami
reakcji sa rozne oligosacharydy
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e dodatkowo w ukladzie moga zachodzi¢ zjawiska zwiazane z konkurencja, synergizmem

lub inhibicja enzymdw, ktore zostaly omowione w dalszej czesci pracy.

Nawet jesli rozpatrzymy reakcje hydrolizy liniowego polisacharydu ztozonego
z dziesigciu podjednostek glukozy pod wptywem o-amylazy przebiegajacej wg schematu na
rys. 2.12. widzimy, ze reakcja moze potoczy¢ si¢ wieloma drogami z utworzeniem réznych
produktéw posrednich i koncowych. Mozliwo$¢ potoczenia si¢ reakcji wieloma drogami
opisuje si¢ poprzez podanie rdéznych stalych kinetycznych opisujacych kazda reakcje
czastkowa (réwnanie multisubstratowe Michaelisa-Menten [21]) lub poprzez podanie
odpowiednich prawdopodobienstw zajscia poszczegolnych reakcji (metoda Monte Carlo
[22, 23, 24])". W praktyce zastosowanie rownan multisubstratowych jest wysoce klopotliwe
w przypadku procesu hydrolizy skrobi, gdyz nawet opis przyktadu przedstawionego na
rys. 21.12. pociaga za soba konieczno$¢ rozwigzania uktadu siedemnastu réwnan
kinetycznych, a w przypadku opisu typowej czasteczki amylopektyny liczba pojedynczych
rownan kinetycznych moze sigga¢ kilkuset tysigcy. Dlatego coraz wigksza popularno$cia
ciesza si¢ modele bazujace na metodzie Monte Carlo rozpatrujace prawdopodobienstwa
zajscia reakcji czastkowych [25, 26]. Umozliwiaja one m. in. analiz¢ poszczegdlnych etapow
reakcji oraz wyznaczenie st¢zenia poszczegOlnych reagentow w koncowej mieszaninie
reakcyjnej. Gwaltowny wzrost zainteresowania metodami Monte Carlo mozna takze
upatrywa¢ w rozwoju mikroelektroniki, gdyz obecnie nawet na $redniej klasy komputerze

osobistym mozna symulowa¢ skomplikowane reakcje wieloenzymatyczne.

“ Uzycie ,,prostego” modelu Michaelisa-Menten do opisu prezentowanego przyktadu, pozwolitoby jedynie na
analiz¢ zmiany sumarycznego st¢zenia wszystkich czasteczek cukrow powstajacych w reakcji, bez mozliwosci
rozréznienia typow poszczegoélnych cukrow oraz okreslenia sktadu mieszaniny reakcyjne podczas procesu

hydrolizy.
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1)
Miejsce hydrolizy wiazania a-1,4- [ "~ e ’ =1 Obszar wiazania s_iq a-amylazy z
glikozydowego wzglgdem obszaru sl substratem (5 pod!edn.ostek .
wiazacego substrat dla a-amylazy glukozy w domenie wiazacej
2)
Substrat 1 etap hydrolizy 2 etap hydrolizy 3 etap hydrolizy Produkty koncowe
(10 podjednostek
glukozy)

2+(2+6)/'2+(2+(2+4))

2,2,2,4

== 2+(2+(3+3) 2,2,3,3

248 2+(3+45) —>» 2+(3+(2+3)) 2,2,3,3
2+(4+4) 2,4,4

2+(5+3) —p 2+((2+3)+3) 2,2,3,3
3+4(2+5) —p 3+(2+(2+3)) 2,2,3,3

3+7< 3+(3+4) 3,3,4
3+(4+3) 3,3,4

10 4+(2+4) 2,4,4
446 % 44 (3+3) 3,3,4
5+(2+3) (2+3)+(2+3) 2,2,3,3
S*S 7 (243)45 _w(2+3)+(2+3) 2,2,3,3
(2+4)+4 2,4,4

6+4<: (3+3)+4 3,34
(2+5)+3 _ [ (2+(2+3))+3 2,2,33

7+3_—"" (3+4)+3 3,34
= (4+3)+3 3,3,4

Rys. 2.12. Schemat hydrolizy czasteczki amylozy (maltodekanozy) przy udziale a-amylazy.

1). Przykladowy schemat wiazania si¢ a-amylazy do substratu. Na rysunku przyjgto, ze domena
wiazaca o-amylazy asocjuje z pigcioma kolejnymi podjednostkami glukozy, a hydroliza wiazania
a-1,4-glikozydowego nastgpuje w domenie wiazacej, miedzy druga, a trzecig podjednostka glukozy
liczac od konca redukujacego w tancuchu policukru.

2). Mozliwe warianty reakcji hydrolizy tancucha amylopektyny zawierajacego 10 podjednostek
glukozy przy udziale a-amylazy o preferencjach substratowych zdefiniowanych na rys. 1.1. Przyjeto,
ze hydroliza wiazania nastgpuje jedynie, gdy cata domena wigzaca a-amylazy zwigzana jest
Z substratem.

Na rysunku zaznaczono liczbe podjednostek glukozy w policukrach (2 - maltoza, 3 - maltotrioza,
4 - maltotetroza, itd.)
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Dodatkowym problemem spotykanym przy opisie kinetyki reakcji hydrolizy
polimerow zwiazany jest o okre§laniem st¢zenia reagentow w uktadzie. Przykladowo
w przypadku hydrolizy skrobi przy udziale o-amylazy uptynniajacej w pierwszym etapie
reakcji stezenie masowe surowca jest praktycznie state, podczas gdy stezenie molowe
surowca paradoksalnie rosnie! Natomiast w przypadku hydrolizy skrobi przy pod wptywem
B-amylazy, st¢zenie masowe surowca ulega zmianie (odcinane sa reszty maltozy), natomiast
stezenie molowe nie ulega zmianie. Warto tutaj zaznaczy¢, iz czasteczki amylopektyny o tej
samej masie moga mie¢ rozna ilos¢ miejsc podatnych na dziatanie enzymu, np. w przypadku
B-amylazy ilo§¢ miejsc podatnych na dziatanie enzymu w czasteczce amylopektyny
odpowiada ona ilosci wolnych koncéw redukujacych zawierajacych co najmniej cztery
podjednostki glukozy. Wzmiankowane powyzej uwarunkowania narzucaja dodatkowe
trudno$ci przy opisywaniu reakcji i interpretowaniu wynikéw. Nalezy takze zaznaczyc,
ze kinetyka reakcji zalezy od pochodzenia zaréwno enzymu uzytego w reakcji jak i zrodta
skrobi [27, 28] i moze si¢ ona zmieniaé¢ podczas trwania reakcji . Zestawienie wybranych
modeli kinetycznych stosowanych do opisu Kkinetyki reakcji degradacji biopolimeroéw
przedstawiono w tabeli 1.3.

Problem okre$lenia st¢zenia substratu mozna rozwiaza¢ wyrazajac stgzenia poprzez
podanie catkowitej liczby wiazan glikozydowych obecnych w substracie, badz poprzez
podanie liczby wiazan w czasteczce substratu podatnych na dziatanie enzymu [22, 25, 26, 29,
30, 31]. Rozpatrujac przyktad przedstawiony na rys. 2.12. mozna powiedzie¢, iz w czasteczce
substratu wystepuje 9 wiazan a-1,4-glikozydowych, ze czego 6 podatnych jest na dziatanie
enzymu, dlatego w pierwszym etapie reakcji mozliwych jest sze§¢ roznych wariantow reakcji
rownolegle] prowadzacych do powstania produktéw hydrolizy. Przyjecie powyzszego
rozwigzania w prosty sposob umozliwia migdzy innymi okreslenie ilo$ci substratu podatnego
na dziatanie enzymu, $ledzenie postgpu reakcji, a takze okreslenia ilosci mozliwych reake;ji

wspotbieznych.

" Dotyczy to zwlaszcza przypadku gdy w pierwszym etapie reakcji enzym hydrolizuje lepiej dostepny i bardziej
podatny na jego dziatanie substrat, prowadzac do pozostania w uktadzie czasteczek substratu gorzej
hydrolizowanych. W praktyce czgsto jest widoczna zmiana kinetyki na pierwszorzgdowa pod koniec reakcji.
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Tab. 2.3. Przykltadowe modele kinetyczne stosowane do opisu reakcji enzymatycznej degradacji
biopolimeréw (w Tabeli przyjgto oznaczenia za autorami poszczegodlnych artykutow).

Enzym (enzymy)

Warunki eksperymentu
[literatura]

Proponowany opis Kinetyki reakcji

a-amylaza z Bacillus amyloliquefaciens
oraz Bacillus licheniformis

skrobia pszenna, 50°C [26]

iteracyjny model stochastyczny

a-amylaza z Schwanniomyces castelli

1% skrobia; 32°C; pH 5,0 [32]

rownanie Michaelisa-Menten z inhibicja
produktem reakcji:

V= d[P] _ Vmax [S]
dt  [S]+K, (1+5)

a-amylaza z Saccharomycopsis fibuliger

0,1% + 0,9% skrobia; 32°C;
pH 4,8 [33]

réwnanie Michaelisa-Menten z inhibicja
produktem reakcji

a-amylaza z Bacillus licheniformis
(Thermamyl 120L)

1% + 8% skrobia kukurydziana;
100°C; pH 6,0 [34]

rownanie Michaelisa-Menten

a-amylaza ze stodu

ekstrakt stodowy; 40 + 70°C [35]

reakcje pierwszego rzedu dla kazdego
produktu; reakcja pierwszego rzedu opisujaca
dezaktywacje enzymu

o-amylaza z Bacillus licheniformis
(Termamyl 60L)

35% + 55% skrobia pszeniczna;
80°C [36]

model nieliniowy:
V= f(cs’CW’CE)

o-amylaza z Bacillus licheniformis
(Termamyl 60L)

30% + 50% skrobia pszeniczna;
90 + 120°C [37]

nicodwracalna reakcja pierwszego rz¢du

o-amylaza z Bacillus licheniformis
(Termamyl)

1% skrobia kukurydziana;
60 + 65°C; pH = 6,0 [38]

dm
T f(k,[EJ.a,m)

o-amylaza z Bacillus subtilis

1% skrobia pszeniczna [39]

nastepcze reakcje pierwszorzedowe

a-amylaza (Thermamyl Novo
Laboratories)

skrobia kukurydziana;
60°C + 80°C; pH 6,0 [39]

model uptynniania bazujacy na zmianie masy
ziaren skrobi; uwzgledniono pierwszorzgdowa
reakcje dezaktywacji enzymu:

E(t)=E, -e™*"

a-amylaza z Bacillus licheniformis

6,6% =+ 40% skrobia; 100°C;
pH 7,0 [40]

rownanie Michaelisa-Menten

a-amylaza z Bacillus stearothermophilus

24% =+ 36% skrobia kukurydziana;
93 + 115°C; pH 5,3 + 6,7;
0 + 200 ppm wapnia [41]

pierwszorzedowa dezaktywacja enzymu i
kinetyki uptynniania skrobi

a-amylaza z Bacillus sp. typ I1A (Sigma)

skrobia ziemniaczana (Aldrich);
20°C; pH 4,5 [30]

metoda catkowa polaczona z symulacja
komputerowa:

1 Cso

t= ‘(Cso—Cs+Km‘ln_)
k-ce Cs

a-amylaza z trzustki wieprzowej
(EC3.2.1.1)

skrobia ziemniaczana; 40°C;
pH 6,9 [29]

symulacja Monte Carlo z atakiem
wielokrotnym

glukoamylaza z Rhizopus niveus

maltozooligosacharydy;
25°C; pH 4,5 = 5,2 [42]

atak losowy

glukoamylaza z Rhizopus delmar

maltoza, skrobia Wako, skrobia
Katayama; 50°C; pH 4,5 [43]

zmodyfikowane rownanie Michaelisa-Menten
z inhibicja produktami (parametry kinetyczne
Km | Vi, zmieniaja sig liniowo w zaleznosci od
masy substratu)

glukoamylaza

35% maltodekstryna; pH 4,5 [44]

kinetyka Michaelisa-Menten z inhibicja
kompetycyjna produktem
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endo-(1—3),(1—4)-p-D-glukanaza

B-glukan (masa 216 kDa oraz 413
kDa) [22]

symulacja Monte Carlo (pojedyriczy atak
losowy), okreslone stgzenie ,,wykrywalnych”
substratow:

W, =W, (1+ at)e ™

a-amylaza z Bacillus licheniformis;
izoamylaza z Pseudomonas
amyloderamose

amyloza i amylopektyna;
50°C; pH 6,0 [45,46]

model Michaelisa-Menten rozpatrujacy cztery
typy reakcji przebiegajacych w roztworze

i zaktadajacy inhibicje niskoczasteczkowymi
produktami reakcji

a-amylaza z Bacillus sbtilis (Koch-Light
0394t);

B-amylaza ze stodkich ziemniakow
(Boehringer 15471)

dwie frakcje skrobi (1%);
a-amylaza: 30°C; pH 5,5;
B-amylaza: 30°C; pH 4,8 [47]

dwie pierwszorzgdowe reakcje nastepcze:
A— B 5C

(atak pojedynczy, atak wielokrotny, atak na
kilka tancuchow)

o- i B-amylaza

stod; 35 + 75°C [48]

uktad reakcji rownoleglo-nastgpczych dla
nierozpuszczalnych i rozpuszczalnych
sktadnikow

o-, B-amylaza, glukoamylaza i
pulullanaza

skrobia ziemniaczana;

o-amylaza (Bacillus sp.) i B-amylaza
jeczmienna immobilizowana na
nosniku akrylowym [25]

model iteracyjny wykorzystujacy metodg
Monte Carlo

a-amylaza z Bacillus subtilis;
glukoamylaza

skrobia ziemniaczana;
30°C; pH 5,25 [49]

przyrost rozpuszczalnych cukrow:

d[G]_ Va(ISo1+[SD
At K, (+ 1)+ ([S,]+[S])

B-amylaza (zakupiona w BDH Ltd.)
pullulanasa z Aerobacter aerogenes

skrobia ziemniaczana wstgpnie
zhydrolizowana a-amylaza [50]

wielomian piatego stopnia:
f)=x+ax* +hx®+ox®+dx+e

a-amylaza (Miles-Taka-Therm L-170) z
Bacillus licheniformis;
glukoamylaza (Diazyme L-200)

maka z manioku; 85 + 100°C;
pH 5,2 + 7,0 [51]

rozszerzenie modelu kinetycznego Smith'a
(1970):

dc,
dt

=-K '(Cr)n

endo-B-1,4-glukanaza”
exo-B-1,4-glukanaza’
B-glukozydaza*

celuloza [52]

model bazujacy na kinetyce Michaelisa-
Menten, uwzgledniajacy atak losowy,
inhibicje produktami koncowymi reakcji oraz
wystgpowanie trzech typow enzymow

w uktadzie

endo-B-1,4-glukanaza z Thichoderma
reesei

exo-f-1,4-glukanaza z Thichoderma
reesei

mikrokrysztaly celulozy;
40°C; pH 4,8 [53]

model zaktadajacy prawdopodobienstwo
zajscia ataku fatszywego Py

G 2-P, +1

G, DP-P, 05

glukoamylaza z Aspergillus niger

skrobia ziemniaczana;
20°C, pH 5,0 [54, 55]

sztuczna sie¢ neuronowa

“model og6lny”

brak danych eksperymentalnych [21]

rownanie multisubstratowe Michaelisa-
Menten:

(\/Kmn?fi ) Cs

r. =

“ endo-B-1,4-glukan 4-glukanohydrolaza (EC 3.2.1.4)
" 1,4-B-D-glukan cellobiohydrolaza, cellobiohydrolaza, exoglukanaza (EC 3.2.1.91)
* B-D-glukozydowa glukohydrolaza (EC 3.2.1.21)
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2.2.6 Analityka

W pracy wykorzystano dane kinetyczne udostepnione przez pania prof. dr hab. Jolante
Bryjak opisujace proces enzymatycznej hydrolizy skrobi pod wplywem roéznych enzymow
amylolitycznych. Zasadniczo w prowadzonych badaniach laboratoryjnych dotyczacych
omawianych zagadnien, mozna wyr6zni¢ trzy nurty:
¢ hydroliza skrobi z udziatem enzyméw natywnych w reaktorach okresowych,
¢ hydroliza skrobi z udzialem enzymow immobilizowanych w reaktorach okresowych,

*¢  hydroliza skrobi z udzialem enzymoéw immobilizowanych w reaktorach o dziataniu
ciagtym.

Stgzenie enzymow okreslano spektrofotometryczne mierzac absorpcj¢ biatka przy
dlugosci fali A=280 nm 1 odczytujac stezenie enzymu z wyznaczonej uprzednio krzywej
Wzorcowej.

Stezenie skrobi (surowca) oznaczano metoda wagowa poprzez okre§lenie masy
roztworu wykorzystywanego w doswiadczeniach oraz masy skrobi pozostatej po odparowaniu
wody z roztworu.

Aktywno$é amylaz mierzono kolorymetrycznie okre§lajac przyrost ilosci cukrow
zawierajacych koniec redukujacy. Metodyka pomiaru opiera si¢ na redukcji w $rodowisku
kwasnym kwasu 3,5-dinitrosalicylowego przez grupy aldehydowe lub ketonowe cukréow do
kwasu 3-amino-5-nitrosalicylowego. W obecnosci fenolu powstaje zoltawo-brunatny
kompleks, ktory stabilizuje si¢ roztworem pirosiarczanu sodowego 1 winianu sodowo-
potasowego. Stezenie cukrow redukujacych oznaczane bylo spektrofotometrycznie przy
dtugosci fali A=550 nm w oparciu o probg kontrolna i przeliczane wzgledem krzywej
standardowej sporzadzonej wczesniej dla roztworu glukozy. W dalszej czg$ci pracy opisana
metodg okres§lania aktywnos$ci amylaz nazwano reakcja z DNS.

Peten przekrdj opisu sposobu prowadzenia doswiadczen, uzytych odczynnikow
i stosowanej analityki mozna znalezé w pracach poswigconych enzymatycznej degradacji

skrobi prowadzonych pod kierunkiem pani prof. dr hab. Jolanty Bryjak [54-65].

“ Za jednostke aktywnosci przyjeto ilo$¢ enzymu, ktéra w warunkach testu (T=20°C, czas reakcji 3 min,
optymalne pH) powoduje powstanie zabarwienia adekwatnego zabarwieniu uzyskanemu dla 1 mg glukozy
[54-61].
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2.3 Model matematyczny enzymatycznej hydrolizy biopolimerow

2.3.1 Wprowadzenie

W niniejszym rozdziale przedstawiono zatozenia modelu enzymatycznej hydrolizy
biopolimeréw. Ze wzglgdu na dostgpne dane kinetyczne pozwalajace na pdzniejsza
weryfikacj¢ modelu wybrano amyloz¢ 1 amylopektyng, biopolimery wchodzace w sktad
skrobi, jako odpowiednio przyktad polimeru liniowego i rozgal¢zionego.
W celu uzyskania wigkszej przejrzystosci zdecydowano si¢ w sposob sekwencyjny
przedstawia¢ kolejne zatozenia modelu pozwalajace na uwzglednienie szeregu zjawisk.
ZYozonos¢ 1 roznorodno$¢ opisywanego zagadnienia spowodowata, iz postanowiono stworzy¢
iteracyjny model modutowy, w ktorym istnieje mozliwos¢ wyboru okreslonych ,,opcji”
w zalezno$ci od opisywanego procesu i danych jakimi dysponujemy. W pracy starano si¢
potozy¢ wigkszy nacisk na przedstawienie gldéwnych idei opracowanego modelu, niz na
szczegotowe omowienie wszystkich opisywanych w rozdziale zagadnien. W zamierzeniu
autora, powinno to umozliwi¢ czytelnikowi tatwiejsza adaptacje opracowanego modelu do
opisu konkretnego procesu enzymatycznego.
Przy opracowaniu modelu kinetycznego bazowano na teorii zderzen, zaktadajacej ze
w $rodowisku reakcji dochodzi do nieustannych zderzen miedzy indywiduami mieszaniny
reakcyjnej, a opisywane w pracy reakcje enzymatyczne sa wynikiem zderzen czasteczek
enzyméw z czasteczkami substratow. Ogoélny model takiego procesu przedstawiono na
sasiedniej stronie. W pierwszej czesci niniejszego rozdziatu, zalozono, ze mamy do czynienia
jedynie z dwoma typami zderzen:
= zderzeniem aktywnym (produktywnym)- w wyniku ktorego dochodzi do wiasciwego
procesu katalizy enzymatycznej, sktadajacego si¢ z szeregu etapow fizycznych (wiazanie
substratu z enzymem, uwalnianie produktu z centrum aktywnego enzymu) i1 etapow
chemicznych [19],

= zderzen nieaktywnych (nieproduktywnym) - w wyniku ktorych nie dochodzi do reakcji

enzymatyczne;j.

W  kolejnych podrozdziatach przedstawiono wybrane zagadnie wiazane

z modelowaniem reakcji enzymatycznych.
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Schemat ogolny reakcji enzymatycznej zachodzacej wedlug teorii zderzen.

START

Substrat

(zdefiniowanie substratu, jego budowy i struktury)
t=0

\ 4
TAK Zderzenie enzymu z substratem

\ 4

Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje enzym.

\4

Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wiazanie
w atakowanej czasteczce?

TAK NIE
Zderzenie aktywne (produktywne): Zderzenie nieaktywne (nieproduktywne):
Proces enzymatycznego "ciecia" substratu Nie dochodzi do reakcji enzymatycznej ||
t—> 1+ Sue t — t+ Onjeakt.
Czy w uktadzie pozostaty NIE KONIEC

A\ 4

czasteczki substratu? SYMULACJI
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2.3.2 Model hydrolizy amylopektyny
2.3.2.1 Zdefiniowanie amylozy

Jak wspomniano, amyloza jest polimerem liniowym zlozonym z reszt D-glukozy
powiazanych wigzaniem glikozydowym oa-1—4. Czasteczka amylozy posiada dwa konce
rozniace si¢ wlasciwosciami chemicznymi; koniec nieredukujqcy i koniec redukujqcy (z wolna
grupa aldehydowa). Stosowana analityka opiera si¢ na metodzie z DNS [54-63], pozwalajacej
na okre$lenie ilosci cukrow, ktore zawieraja wolna grupe aldehydowa lub ketonowa. Innymi
stowy, w wyniku pomiarow, otrzymujemy informacj¢ o ilosci koncéw redukujacych, ktora

to 1lo$¢ nie zalezy od dhugosci tancuchow policukrowych amylozy, lecz jedynie od ich ilosci

w opisywanym uktadzie.
CH,OH
OH
CH,OH OH
HO koniec nieredukujacy
CH,OH
2 OH
CH,OH 0 HO
2 OH
o] 0o HO
CH,OH OH
HO O HO
= OH
HO

koniec redukujacy

Rys. 2.1. Schemat czasteczki amylozy. Na rysunku zaznaczono pi¢¢ podjednostek glukozy, w rzeczywistosci dla
amylozy wchodzacej w sktad skrobi ziemniaczanej liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylozy waha si¢ od
1000 do 6000.

W dalszej czg$ci pracy przyjeto, ze dla uproszczenia podjednostki glukozy
w czasteczce amylozy bedzie przedstawiana symbolicznie jako strzatki. W celu odrdznienia
od znakdéw powszechnie przyjetych w notacji chemicznej, przyjeto ze dla wyrdznienia
podjednostki glukozy beda oznaczane jako strzatki z podwdjnym beltem: "=". \Wybrano
arbitralnie, ze zwrot strzalek bedzie odpowiadat zapisowi wiazania a-1—4 i1 bedzie on zgodny
z kierunkiem degradacji czasteczki w przypadku dziatania (- 1 glukoamylazy.
Przy numerowaniu podjednostek glukozy, przyjeto numeracje od konca redukujacego
w kierunku konca nieredujacego, zaznaczajac numer jej nad strzalka symbolizujaca
podjednostke glukozy. Ze wzgledu na stosowana w czesci doswiadczalnej analityke,

postanowiono stworzy¢ funkcje charakterystyczna opisujaca wszystkie wolne konce
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redukujace oraz konce redukujace mogace powsta¢ w wyniku calkowitej degradacji

czasteczek policukrow do wolnej glukozy.

Funkcja charakterystyczna A opisujaca ilos¢ wolnych koncow redukujacych i ilos¢
wiazan glikozydowych a-1—4 zostala zdefiniowana nastgpujaco:

1. Kazdej podjednostce glukozy n, zostaje przypisana warto$¢ binarna zero lub jeden,
okreslajaca “Czy podjednostka lub czasteczka glukozy wystepuje potencjalnie w formie
aldehydowej?”: A€ (0)2) .

2. Warto$¢ zero przyjmuje funkcja dla danej podjednostki lub czasteczki glukozy,
jesli zawiera ona wolna grupe aldehydowa (koniec redukujacy): A, =0 .

3. Wartos¢ jeden przyjmuje funkcja dla danej podjednostki glukozy, jezeli jej pierwszy atom
wegla uczestniczy w wigzaniu a-1—4 z kolejna podjednostka glukozy: Ap=1.

Przyjeto, ze w schematycznym opisie czasteczki amylozy, warto$¢ opisanej powyzej funkcji

charakterystycznej begdzie zapisywana dla danej podjednostki lub czasteczki glukozy

w miejscu wskazanym przez grot strzatki symbolizujacej podjednostke glukozy. Wedtug

przyjetych zasad, czasteczke amylozy ztozona z pigciu podjednostek glukozy mozna

przedstawi¢ symbolicznie jako:

1 2 3 4 5

Oclelaslsls
Przyktadowo, hydrolize¢ powyzszej czasteczki przy udziale P-amylazy do maltotriozy

1 maltozy mozna zapisaé nastgpujaco:

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
0=lelalasle 22 5 )=l 0<1<

Dzigki wprowadzeniu funkcji charakterystycznej, tatwo zauwazy¢, ze w wyniku powyzszej
reakcji, liczba koncow redukujacych w uktadzie wzrosta o jeden, a ilo$¢ wigzan o-1—4
zmalata o jeden, przy niezmienionej liczbie podjednostek glukozy w rozpatrywanym uktadzie.
W przypadku amylozy, w oparciu o zaproponowana funkcj¢ charakterystyczna, mozna
sprowadzi¢ zapis reakcji do zapisu binarnego. Przykladowo omawiang powyzej reakcje
mozna zapisac jako:

01111 —£=2m™ea 501101
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2.3.2.2 Opis czasteczek substratow i produktow reakcji.

1. Amyloza:
1.1. polimer liniowy zlozony z podjednostek glukozy. W przypadku skrobi ziemniaczanej przyjmuje si¢
ze ilo$¢ podjednostek glukozy wchodzacych w sktad amyloz tworzacych ziarna skrobi ziemniaczanej
wabha sie od 1000 do 6000 podjednostek glukozy: 1000 < Ig,, < 6000,
1.2. liczba wigzan a-1—4 migdzy czasteczkami glukozy w amylozie: Way = 1gam-1,
1.3. ze wzgledu na charakter reakcji przyjgto, ze wiazania o-1—4 w czasteczce amylozy beda
numerowane od konca redukujacego,
1.4. czasteczka amylopektyny posiada dwa konce rozréznialne w stosowanej analityce: koniec
redukujacy i nieredukujacy.
2. Produkty koncowe:
2.1, glukoza (Ilg=1),
2.2. maltoza - zawiera dwie podjednostki glukozy (1g=2),

2.3. maltotrioza - zawiera trzy podjednostki glukozy (1g = 3).
2.3.2.3 Ogolne zalozenia modelu hydrolizy amylozy.

W oparciu o zaproponowany w pracy model, mozliwe jest symulowanie reakcji enzym
- jedna czasteczka amylozy lub enzym - wiele czasteczek amylozy. Mozliwe jest takze
narzucenie okreslonej dlugosci czasteczki amylozy lub przyjecie pseudolosowego rozktadu
ich dtugosci. Srednia dtugosé czasteczek amylozy waha sie od 1000 do 6000 podjednostek
glukozy w zaleznos$ci od jej pochodzenia, sposobu otrzymania i sktadowania [5, 6]. W pracy
przyj¢to, ze niezaleznie od dlugosci 1 ilosci czasteczek, bgda one zapisywane w formie
jednego lancucha binarnego. Przykladowo, trzy czasteczki amylozy o dlugosci po 4000

podjednostek glukozy, mozna przedstawi¢ symbolicznie jako:

1 2 3999 4000 4001 4002 7999 8000 8001 8002 11999 12000
011l 11,011 . 1<1<=.0s1<1. . 1 <1«

co odpowiada, przy przyjg¢tej notacji binarnej, zapisowi:

011...11011...11 011...11.
Okreslenie czasteczki 1 miejsca ataku enzymu, odbywa si¢ poprzez wygenerowanie liczby
calkowitej (w opisywanym przykladzie bedzie to liczba catkowita z przedzialu 1+12000),
ktora jednoznacznie okresla dana podjednostke glukozy oraz jej potozenie w tancuchu
policukrowym. Nastgpnie, zgodnie ze specyfika enzymu, zostaje okreslone, w sposdb opisany

w dalszej cze$ci pracy, czy enzym jest wstanie zhydrolizowa¢ czasteczke w danym miejscu?
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2.3.2.4 Hydroliza amylozy przy udziale B-amylazy.

10.

Czasteczkami substratow sg czasteczki amylozy, ( 1gam =4 ) oraz ( Wy = 3).

Dla amylozy ze skrobi ziemniaczanej przyjmuje si¢ 1gam ~ 4000.

Liczba rozpatrywanych czasteczek substratu w modelu jest nieograniczona.

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltozy i maltotriozy.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okre$lenie miejsca ataku enzymu na czasteczki

zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedziatu 1+lg ., ktéra w jednoznaczny

sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz wiazanie przy

weglu C; w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke amylozy, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczk¢ amylozy w miejscu niepodatnym na dziatanie
B-amylazy lub enzym atakuje inna czasteczkeg.

Miejscem podatnym na dziatanie B-amylazy jest wigzanie a-1—4 migdzy druga i trzecia podjednostka

glukozy w czasteczce amylozy, liczac od konca nieredukujacego wiazanie podatne na atak B-amylazy

posiada numer (Wgpy - 2).

Ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania

B-amylazy wynosi: Whyy = Int( (Wam - 1) / 2).

W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka maltozy:

7.1. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylozy maleje o dwie: [19amln = [19am - 2]n+1s
7.2. ilo§¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy maleje 0 dwa: [Wam]n = [Wam - 2]n+1,
7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w uktadzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylozy pozostaje bez zmian: [1gam]n = [19am]n+1,
8.3. ilo§¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy pozostaje bez zmian: [Wam]n = [Wam]n+1,

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracje, dla ktorej ilos¢ wigzan o-1—4,
w czasteczkach amylozy, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania
B-amylazy wynosi zero: whyy, = 0.

Miara postepu reakeji jest ilos¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy amylozy

przez B-amylazg.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy amylozy przy udziale p-amylazy.

Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnoéniki do powyzszego tekstu.
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Hydroliza amylozy przy udziale B-amylazy - schemat blokowy.

START

v
Amyloza (§ 1)

Igam = 4

Wam = Igam'l

Wb = Int((Wam - 1) / 2)

—

wh,, >0 Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje B-amylaza. [

A 4

§4

\4

Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wiazanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK NIE
Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
Igamzlgam'2 n=n+1
Wam = Wan - 2
Wham = Wby - 1
n=n+1
wh,, =0
$9)
KONIEC

SYMULACJI
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2.3.2.5 Hydroliza amylozy przy udziale glukoamylazy (y-amylazy).

10.

Czasteczkami substratow sg czasteczki amylozy, ( 1gam > 3) oraz ( Way > 2).

Dla amylozy ze skrobi ziemniaczanej przyjmuje si¢ 1gam ~ 4000.

Liczba rozpatrywanych czasteczek substratu w modelu jest nieograniczona.

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki glukozy i maltozy.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okre$lenie miejsca ataku enzymu na czasteczki

zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedziatu 1+1g..4, ktéra w jednoznaczny

sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz wiazanie przy

weglu C; w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke amylozy, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke amylozy w miejscu niepodatnym na dziatanie
glukoamylazy lub enzym atakuje inna czasteczke.

Miejscem podatnym na dziatanie glukoamylazy jest wiazanie o-1—>4 migdzy pierwsza i druga

podjednostka glukozy w czasteczce amylozy liczac od konca nieredukujacego, wiazanie podatne na atak

B-amylazy posiada numer ( Wuy, - 1).

Ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania

B-amylazy wynosi: wh,y, = Int(Wap, / 2).

W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka glukozy:

7.1. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylozy maleje o jedna: [1gam]n = [19am - L]n+1,

7.2. ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy maleje o jedno: [Wan]n = [Wam - 1]n+1,

7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w uktadzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylozy pozostaje bez zmian: [1gam]n = [19am]n+1,
8.3. ilo§¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy pozostaje bez zmian: [Wam]n = [Wam]n+1,

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracje, dla ktorej ilos¢ wigzan o-1—4,
w czasteczkach amylozy, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania glukoamylazy
wynosi zero: whgy, = 0.

Miara postepu reakcji jest ilos¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy amylozy

przez glukoamylazg.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy amylozy przy udziale glukoamylazy.

Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnos$niki do powyzszego tekstu.
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Hydroliza amylozy przy udziale glukoamylazy - schemat blokowy.

START

l

Amyloza (§ 1)
19am > 3
Wam = Igam'l
Wb, = Int(Wyy, / 2)
n=0

\4

Whanm > 0 Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
» W czasteczce, ktore atakuje glukoamylaza. [«
&4
Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wigzanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK NIE
Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
Igamzlgam'l n=n+1
Wam = Wan - 1
Wham = Wby - 1
n=n+1

wh,, =0

89

KONIEC
SYMULACJI
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2.3.2.6 Hydroliza amylozy przy udziale a-amylazy.

1.

10.

Czasteczkami substratow sg czasteczki amylozy, ( 1gam >4 ) oraz ( Way > 3).

Dla amylozy ze skrobi ziemniaczanej przyjmuje si¢ 1gam ~ 4000.

Liczba rozpatrywanych czasteczek substratu w modelu jest nieograniczona.

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltozy i maltotriozy.

Symulacja reakcji odbywa sie w oparciu o losowe okreslenie miejsca ataku enzymu na czasteczki

zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedziatu 1+1g..4, ktéra w jednoznaczny

sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz wiazanie przy

weglu C; w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke amylozy, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke amylozy w miejscu niepodatnym na dziatanie
a-amylazy lub enzym atakuje inna czasteczke.

Miejscem podatnym na dziatanie o-amylazy sa wiazania o-1—4 wewnatrz tancucha poliglukozowego

amylozy. Wiazanie hydrolizowane przez o-amylaz¢ w czasteczce amylozy musi byé co najmniej

oddalone o dwie reszty glukozowe od konca redukujacego i o dwie reszty glukozowe od konca

nieredukujacego: 2 < Whyy < (Wap - 2).

Ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy, ktore potencjalnie sa podatne na atak a-amylazy wynosi:

Waam = Wan - 2.

W wyniku zderzenia aktywnego, czasteczka amylozy rozcinana jest na dwa policukry:

7.1. suma ilosci podjednostek glukozy w obu powstatych policukrach odpowiada ilosci
podjednostek glukozy w wyjsciowej czasteczce amylozy: [19amoln = [19am.1ne1 + [1Gam,2]n+1,

7.2. suma dostepnych dla a-amylazy wigzan a-1—4 w powstatych czasteczkach policukrow, maleje
w stosunku do wyj$ciowej czasteczki amylozy o:
7.2.1. 3 wiazania: [Whp]n=[Wham - 3]n+1, 9dy 1 2 < Whap < (Wam - 2)

(np. 011111111111 —<2™22_ 5 411111+011111),
7.2.2. 2 wiazania: [Whap]n=[Wham - 2]n+1, 9dy: Wha = 2 lub why = (Wam - 2)

a—amylaza a—amylaza

(np. 0111111 ————>01+01111 lub 0111111 ————>01111+01),
7.2.3. 1 wiazanie: [Whyp]n=[Wham - 1]n+1, 9dy Whay = 2 0raz why, = (Wam - 2)

a—amylaza

(0111 —— > 01+01),
7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.
W wyniku zderzenia nieaktywnego:
8.1. liczba czasteczek w uktadzie pozostaje bez zmian,
8.2. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylozy pozostaje bez zmian: [1gam]n = [19am]n+1,
8.3. ilo§¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy pozostaje bez zmian: [Wamln = [Wam]n+1,
8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracje, dla ktorej ilos¢ wigzan o-1—4,
w czasteczkach amylozy, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania
o-amylazy wynosi zero: wag, = 0.

Miara postgpu reakcji jest ilo§¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy amylozy

przez o-amylazg.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy amylozy przy udziale o-amylazy.

Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnoéniki do powyzszego tekstu.



Piotr Wojciechowski, E-chemia: Inzyniera chemiczna, 105

Hydroliza amylozy przy udziale a-amylazy - schemat blokowy.

START

\ 4

Amyloza (§ 1)
Igam >4
Wam = Igam'l
Waam = Wan-1
n=0

v

TAK

v

84

wa,, >0

Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje o-amylaza.

v

Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wiagzanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK

Zderzenie aktywne: (§ 7)
[19am,0ln = [19amaln+1 + [1Gam2ln+1
n=n+1

\4

NIE

Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
n=n+1

Okreslenie ilo$ci pozostatych wiazan a-1—4 w czasteczkach amylozy,
ktdre potencjalnie sa podatne na atak a-amylazy (§ 7.2)

why, = 2 Whgn =2
2 < Whap < Wep-2 lub oraz
§7.2.1) Wham = Wan-2 Wham = Wam-2
§722) (§7.2.3)
\ 4 A 4 A4
Wam = Wam-3 Wam = Wam=2 Wam = Wam-1
Czy w ukladzie pozostaly czasteczki NIE > KONIEC
substratu (amylozy)? (§ 9) Wagy = 0 SYMULACJI
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2.3.3 Hydroliza skrobi

W dalszej cze$ci pracy przedstawiony model hydrolizy skrobi, rozszerzajac
prezentowany model hydrolizy czasteczek liniowych (amylozy) o opis czasteczek

rozgatgzionych (amylopektyny).
2.3.3.1 Opis amylopektyny

Amylopektyna jest polimerem rozgalezionym, zawierajacym w poréwnaniu z amyloza,
pewna ilo$¢ dodatkowych wiazan a-1—6 glikozydowych. Statystycznie stosunek wiazan
a-1->4 do wiazan a-1—->6 w czasteczce amylopektyny wchodzacej w sktad ziarna skrobi
ziemniaczanej wynosi 20 : 1. Strukturalnie czasteczka amylopektyny przypomina swa budowa
drzewo, ktorego konar zakonczony jest wigzaniem redukujacym, natomiast galgzie
wiazaniami nieredukujacymi. W czasteczce amylopektyny rozrézniamy trzy typy tancuchow :
» tancuch C - sktada si¢ z podjednostek glukozy powiazanych wytacznie wiazaniami typu

o-1—4 i zawiera jeden wolny koniec nieredukujacy i jedyny w czasteczce amylopektyny
wolny koniec redukujace. Obrazowo mozna przedstawi¢ tancuch C jako pien drzewa.

» lancuchy B - sktadaja si¢ z podjednostek glukozy powiazanych wigzaniami typu o-1—4.
Poprzez wiazanie glikozydowe o-1—6 sa one przylaczone do tancucha C. W strukturze
drzewa odpowiadaja one konarom.

» tancuchy A - sa krotkimi tancuchami zawierajacymi od 10 do 30 podjednostek glukozy
powigzanych wiazaniami typu o-1—4. Poprzez wiazania glikozydowe o-1—6 sa one
przylaczone do tancuchéw B lub C. W stosowanej analogi do drzewa, tancuchy A
odpowiadaja gal¢ziom.

Jak wynika z powyzszego opisu, czasteczka amylopektyny posiada jeden koniec redukujacy

(oznaczany w reakcji z DNS) 1 szereg koncow nieredukujacych. Liczba koncow

nieredukujacych odpowiada sumie ilo$ci tancuchéw A, B i C w czasteczce amylopektyny.

W pracy dodatkowo przyjeto rozrdznienie na tancuchéw na podrzedne i1 nadrzedne,

przyjmujac nastgpujaca definicje¢: ,tancuch poliglukozowy X jest podrzedny wzgledem

fancucha Y, jezeli jest on przylaczony poprzez wiazanie a-1—6 do fancucha Y; tym samym

fancuch Y jest nadrzedny wobec tancucha X”. Za miejsce (punkt) rozgalgzienia przyjeto

“ Istnieje takze inny model budowy czasteczki amylopektyny, wyrézniajacy tylko tancuchy A i B. Zaklada on,
ze amylopektyng zbudowana jest z szeregu krotkich tancuchow A, zawierajacych od 10 do 20 podjednostek
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podjednostke glukozy w tancuchu nadrzednym bezposrednio do ktorej poprzez wiazanie
a-1->6 przylaczony jest tancuch podrzedny. Wprowadzenie tych pojeé jest szczegolnie

uzyteczne przy analizowaniu struktury czasteczki amylopektyny i sposobu jej degradacji.

CHOH
koniec nieredukujacy
CH,OH
CH,OH >
2 OH
@) O HO 2'
OH 0]
(|3 HO CH,OH oH
HO
cH, 0 0
OH
o] O HO
CH,OH OH
HO O HO
Oo— OH

HO

koniec redukujacy

Rys. 2.2. Schemat czasteczki amylopektyny. Na rysunku zaznaczono osiem podjednostek glukozy (5 w fancuchu
nadrz¢dnym i 4 w tancuchu podrzednym), w rzeczywistosci dla amylopektyny wchodzacej w sktad skrobi
ziemniaczanej liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny waha si¢ od 15000 do 100000.

W celu zachowania zgodno$ci z zaproponowanym wczesniej sposobem oznaczania
schematycznego czasteczek amylozy, przyjeto ze podjednostki glukozy przylaczone poprzez
wiazanie glikozydowe o-1—6, beda przedstawiane jako strzatki z podwojnym beltem
skierowane w dot: "U". Grot strzatki wskazuje na podjednostke glukozy w lancuchu
nadrzegdnym do ktérej, poprzez wiazanie glikozydowe a-1—>6 przylaczony jest tancuch
podrzedny. Przy numerowaniu podjednostek glukozy, przyjeto ze podjednostkom glukozy
beda nadawane numery poczawszy od konca redukujacego w kierunku konca
nieredukujacego, zaznaczajac numer jej nad strzatka symbolizujaca podjednostke glukozy.
Numerowane sa kolejno podjednostki glukozy w tancuchu ,gtéwnym: C, nastgpnie
numerowane sa podjednostki w tancuchu B, ktory jest najblizej konca redukujacego tancucha
A. W nastgpnym etapie numerowane sa kolejno podjednostki glukozy w lancuchach

podrzednych wzgledem tancucha B, poczynaja od miejsca ich przytaczenia okreslanych przez

glukozy zwigzanych wigzaniami o-1—4 glkozydowymi, ktore sa przylaczone poprzez wiazania o-1—6 do
dhuzszych tancuchow B. Stosunek ilo$ci tancuchow B do tancuchéw A wynosi od 1:4 do 1:9.
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wiazania a-1—6 glikozydowe. Procedura ta jest powtarzana dla kolejnych tancuchow B

w kierunku konca nieredukujacego tancucha C.

Przyktadowo czasteczke amylopektyny zbudowana z 54 podjednostek glukozy (zawierajaca
"dwudziestopodjednostkowy" tancuch C, przytaczonymi dwoma tancuchami B, z ktorych
kazdy posiada po jednym przyczepionym lancuchu A) mozna przedstawi¢ w formie
zaprezentowanego ponizej schematu:

34 35 3 37 38 39 40

1Welaelaelalaele
22 23 24 26 27 28 29 30 31 32 33

1U1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:
51 52 53 54

1U1<:1<:1<:1<:
41 42 43 46 47 48 49

1U1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

0<clelalaelelaelalalelaelalelelelal<l<lel<l«

Nazwijmy tancuch zawierajacy podjednostki glikozy 1+20 tancuchem C, fancuch zawierajacy
podjednostki glukozy 21+33 tancuchem Bj, tancuch zawierajacy podjednostki glukozy 34+40
fancuchem Aj, tancuch zawierajacy podjednostki glukozy 41+49 tancuchem B; oraz tancuch
zawierajacy podjednostki glukozy 50+55 tancuchem A,.

Jak tatwo zauwazy¢ z powyzszego schematu, zaprezentowana przyktadowo czasteczka
amylopektyny, posiada jeden koniec redukjacy (przy pierwszej podjednostce glukozy),
pig¢ koncow nieredukujacych (przy podjednostkach glukozy 20, 33, 40, 49 1 54) oraz cztery
punkty rozgalezienia (zlokalizowane przy podjednostkach 8, 12, 27 i1 45). Wiazania o-1—6
glikozydowe wystepuja migdzy podjednostkami glukozy: 21—8, 34—27, 4112 oraz
50—45.

Poniewaz, amylopektyna zawiera takze dodatkowo wiazania glikozydowe a-1—6,
w stosunku do amylozy, w celu zachowania zgodnosci z wczesniej zaproponowanym opisem
czasteczki, zmodyfikowano wprowadzona binarng funkcj¢ charakterystyczna oraz
wprowadzono nowa funkcj¢ opisujaca miejsca rozgalgzienia w czasteczce amylopektyny.

Funkcj¢ charakterystyczna A, opisujaca ilos¢ wolnych koncow redukujacych 1 ilo$¢
wiazan glikozydowych a-1—4 oraz a-1—6 zdefiniowano nastgpujaco:

1. Kazdej podjednostce glukozy n, zostaje przypisana warto$¢ binarna zero lub jeden,
okreslajaca "Czy podjednostka lub czasteczka glukozy wystgpuje potencjalnie w formie

aldehydowej?": A< (01) .
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2. Warto$§¢ zero przyjmuje funkcja dla danej podjednostki lub czasteczki glukozy,
jesli zawiera ona wolna grupe aldehydowa (jest "koncem redukujacym"): Ap = 0.
3. Warto$¢ jeden przyjmuje funkcja dla danej podjednostki glukozy, jezeli jej pierwszy atom

wegla uczestniczy w wiazaniu o-1—4 lub a-1—6 z kolejna podjednostka glukozy: A, = 1.

Funkcj¢ opisujaca rozgalezienia B, w czasteczce amylopektyny zdefiniowano
nastepujaco:
1. Warto$ci funkcji opisujaca rozgalezienia B zawieraja si¢ w zbiorze liczb naturalnych

z wlaczeniem wartosci zero: B € (N +0) .

2. Funkcja przyjmuje warto$¢ zero dla danej n-tej podjednostki glukozy, jezeli zawarty
w niej atom wegla C; nie uczestniczy w wiazaniu z nast¢pna podjednostka glukozy
(koniec redukujacy) lub jest powigzany wiazaniem o-1—4 z poprzedzajaca go
podjednostka glukozy: B, = 0.

3. Funkcja przyjmuje warto$¢ dodatnia dla danej podjednostki glukozy, jezeli poprzez
zawarty w niej atom wegla Cg jest do niej przytaczony tancuch podrzedny w stosunku do
fancucha, w ktorym znajduje si¢ dana podjednostka glukozy. Wartos¢ funkcji
przypisywany jest numer nadany podjednostce glukozy zawartej w tancuchu podrzednym,
z ktora tworzy ona wiazanie a-1—6 (punkt rozgal¢zienia): B, =n.

W dalszej czesci pracy funkcje B nazwano furkcjq rozgatezien.

Zatozmy, ze wspomniana w poprzednim przykladzie czasteczka amylopektyny, ulega
najpierw atakowi B-amylazy na wigzanie migdzy podjednostkami glukozy 18 i 19 w tancuchu
C, a nastgpnie pojedynczemu atakowi o-amylazy na wiazanie pomig¢dzy podjednostkami 23

124 w tancuchu B;. Schematycznie mozemy ten proces przedstawi¢ nastepujaco:

35 36 37 38 39 40
1U1<:1<:1<:1<:1<:1<:
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

lU1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:
51 52 53 54

1U1<:1<:1<:1<:
41 42 43 44 45 46 4T 48 49

Wleclalalalalalaele

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

O<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:

d f—amylaza
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36 37 38 39 40

1U1<:1<:1<:1<:1<:1<:
21 22 23 24 25 26 271 28 29 30 31 32 33

Melalalalalalalalalalale
5 51 5 53 54

1lelelele
AL 42 43 44 45 46 47 48 49

1Melelelalaelaelale
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

0<clelelalalalelelalalE1<E1<1<ElElE1E1<0<1<

d a—amylaza

35 36 37 38 39 40

1U1<:1<:1<:1<:1<:1<:
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

1U1<:1<:0<:1<:1<:1<:1<:1<§1<:1<:1<:1<:
51 52 53

1e1ete1e
4l 42 43 44 45 46 47 48 49

1U1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:
18 19 20

O<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:1<:0<:1<:

Jak wida¢, w wyniku tych dwoéch reakcji czasteczka zostata rozszczepiona na trzy
mniejsze czasteczki, z utworzeniem dwoch dodatkowych koncoéw redukujacych (podjednostki
19 1 24). Zgodnie z przyjetym notacja powyzsza reakcj¢, mozna to zapisac jako:

{{0.03:{1,03;:{1,03;{1,03:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1,0}:{1,0}{1,0};
{1,41}:{1,0}:{1,0},{1,0;:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1,-8}:.{1.0};
{1,0}:{1,0}:{1,03;{1,03;{1,34};{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1,0};
{1,-27}:{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,-12}:{1,0};{1,0}:{1,0};
{1,50};{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,-45}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1.0}}
d f—amylaza

{{0,0};{1,03:{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0};
{1,41}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1,0};{1,0}:{0,0}:{1,0}:{1,-8};{1.0};
{1,03;,{1,03:{1,03;{1,0}:{1,34};{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0};
{1,-27};{1,0};{1,0};{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,-12};{1,0};{1,0}:{1,0};
{1,50};{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,-45};{1,0};{1,0};{1,0};{1,0}}
d a—amylaza

{{0,0};{1,0};{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1,0};{1,0}:{1,0}:{1,0};
{1.41};,{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1,0};{0,0}:{1,0}:{1.,-8}:{1.0};
{1,0}:{0,0}:{1,0};{1,0};{1,34};{1,0};{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1.0};
{1,-27};,{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1,-12}:{1,0}:{1,0}:{1.0};
{1,50};{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1,-45}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1,0}}
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Tak, wigc, w oparciu o przedstawiony schemat, kazdej podjednostce glukozy
przyporzadkowana zostata para liczb. Jak wcze$niej napisano:

« Pierwsza liczba - odpowiada funkcji charakterystycznej, okreslajacej ilos¢ wolnych
koncow redukujacych (wartos¢ zero) i1 ilos¢ koncoOw redukujacych mogacych by¢
potencjalnie uwolnionych (wartos¢ jeden).

Druga liczba okresla strukture rozgatezionej czasteczki. Przyjmuje warto$¢ dodatnia dla
danej podjednostki w tancuchu nadrzgdnym, gdy bezposrednio do niej przylaczony jest
fancuch podrzedny. Wartos¢ ujemna przyjmuje dla danej podjednostki w tancuchu
podrzednym, gdy poprzez wiazanie a-1—6 jest bezposrednio przylaczona do tancucha
nadrz¢dnego. Warto$¢ zero sygnalizuje brak rozgatezienia przy danej podjednostce, czyli

w czasteczce amylozy warto$ci wszystkich drugich parametrow wynosza zero.

W opracowanym modelu miara postepu reakcji jest binarna funkcja charakterystyczna
(pierwsza liczba). Zmiana jej warto$ci z jeden na zero odpowiada uwalnianiu si¢ w wyniku

hydrolizy enzymatycznej koncoéw redukujacych.

2.3.3.2 Hydroliza amylopektyny przy udziale enzyméw amylolitycznych

Proces enzymatycznej hydrolizy amylopektyny zdefiniowano w sposob analogiczny do
opisanego wczesniej procesu hydrolizy amylozy. Najistotniejsza réznica migdzy modelami dla
amylozy 1 amylopektyny jest konieczno$¢ uwzglednienia rozgalgzien w amylopektynie.
Druga roznica jest, zaproponowanie wyznaczania w sposob rekurencyjny ilosci wiazan
w czasteczce amylopektyny podatnych na hydrolizg¢ okreSlonymi enzymami. Wynika to
z faktu, iz czasteczki amylopektynie o tej samej liczbie podjednostek glukozy i tej samej iloSci

rozgalgzief, moga mie¢ r6zng liczbg miejsc podatnych na enzymatyczna hydrolizg.



Piotr Wojciechowski, E-chemia: Inzyniera chemiczna, 112

2.3.3.3 Hydroliza amylopektyny przy udziale B-amylazy.

10.

Czasteczkami substratow sa czasteczki amylopektyny.

Dla amylopektyny ze skrobi ziemniaczanej przyjmuje si¢ lga, ~ 15000 + 100000.

Liczba rozpatrywanych czasteczek substratu w modelu jest nieograniczona.

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltozy, maltotriozy i dekstryn granicznych.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okre$lenie miejsca ataku enzymu na czasteczki

zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedziatu 1+lg ., ktéra w jednoznaczny

sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz wiazanie przy

weglu C; w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke amylopektyny, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczk¢ amylopektyny w miejscu niepodatnym na
dziatanie f-amylazy lub enzym atakuje czasteczke produktu.

Miejscem podatnym na dziatanie B-amylazy sq wigzania o-1—>4 migdzy druga i trzecia podjednostka

glukozy w tancuchu A, B lub C czasteczki amylopektyny, liczac od konca nieredukujacego.

Hydrolizowane wiazanie musi by¢ oddalone co najmniej o trzy podjednostki, liczac od punktu

rozgalezienia.

Ilo§¢ wiazan a-1—-4 w czasteczce amylopektyny potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku

dziatania B-amylazy wynosi:
y Int(Wap . —2)

Z ,

gdzie y jest ilodcig tancuchéw w czasteczce amylopektyny, a X iloécia podjednostek glukozy w danym
tancuchu liczac od konca nieredukujacego do pierwszego miejsca rozgatezienia.

W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka maltozy:

7.1. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny maleje o dwie: [19ap]ln = [19ap - 2]n41,
7.2. ilo$¢ wigzan o-1—4 w czasteczce amylopektyny maleje o dwa: [Wapln = [Wap = 2]ns1,

7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w uktadzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny pozostaje bez zmian: [1gapln = [1Japlns1s
8.3. ilo$¢ wigzan a-1—4 w czasteczce amylopektyny pozostaje bez zmian: [Wapln = [Waplnet,

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracje, dla ktérej ilos¢ wiazan o-1—4,
w czasteczkach amylopektyny, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania -amylazy
WYNosi zero: why, = 0.

Miarg postepu reakcji jest ilos¢ koncoéw redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy
amylopektyny przez B-amylaze.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy amylopektyny przy udziale B-amylazy.

Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnoséniki do powyzszego tekstu.
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Hydroliza amylopektyny przy udziale B-amylazy - schemat blokowy.

START

A\ 4
Amylopektyna (§ 1)
Igap ~ 15000 + 100000

Wap = 10ap-1

v Int(w,,, —2)
W =2 (§6)
n=0

\4

Whan > 0 . o
Losowe okreslenie czasteczki i miejsca

»|  w czasteczce, ktore atakuje B-amylaza. <

84

v

Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wiagzanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK NIE
Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
Igapzlgap'2 n=n+1
Wap = Wap - 2
Whgp = Whgp - 1
n=n+1
Wb, =0
$9)
KONIEC

SYMULACJI
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2.3.3.4 Hydroliza amylopektyny przy udziale glukoamylazy (y-amylazy).

1.

10.

Czasteczkami substratow sa czasteczki amylopektyny.

Dla amylopektyny ze skrobi ziemniaczanej przyjmuje si¢ lga, ~ 15000 + 100000.

Liczba rozpatrywanych czasteczek substratu w modelu jest nieograniczona.

Koficowymi produktami reakcji sa czasteczki glukozy, maltozy i dekstryn granicznych.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okre$lenie miejsca ataku enzymu na czasteczki

zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedziatu 1+1g,..4, ktéra w jednoznaczny

sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz wiazanie przy

weglu C; w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke amylopektyny, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke amylopektyny w miejscu niepodatnym na
dziatanie glukoamylazy lub enzym atakuje inna czasteczke.

Miejscem podatnym na dziatanie glukoamylazy sa wigzania a-1—>4 migdzy pierwsza i1 druga

podjednostka glukozy w tancuchu A, B lub C czasteczki amylopektyny, liczac od konca

nieredukujacego. Hydrolizowane wigzanie musi by¢ oddalone co najmniej o trzy podjednostki, liczac od

punktu rozgatgzienia.

Ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku

dziatania B-amylazy wynosi:

wg Iap = Zillnt(wap,x -2)

gdzie y jest ilodcia tancuchéw w czasteczce amylopektyny, a X iloscia podjednostek glukozy w danym
fancuchu liczac od konca nieredukujacego do pierwszego miejsca rozgatezienia.

W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka maltozy:

7.1. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny maleje o jedna: [1gap]n = [10ap - 11n+1,
7.2. ilo§¢ wigzan a-1—4 w czasteczce amylopektyny maleje o jedno: [Wapln = [Wap - 11041,

7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w uktadzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny pozostaje bez zmian: [19ap]n = [19aplnets
8.3. ilo$¢ wigzan a-1—4 w czasteczce amylopektyny pozostaje bez zmian: [Wapln = [Waplnet,

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracjg¢, dla ktorej ilos¢ wiazan o-1—4,
w czasteczkach amylopektyny, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania glukoamylazy
wynosi zero: wgl,, = 0.

Miara postgpu reakcji jest ilos¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy

amylopektyny przez glukoamylazg.
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Hydroliza amylopektyny przy udziale glukoamylazy - schemat blokowy.

START

A
Amylopektyna (§ 1)

14 ~ 15000 + 100000

Wap = 1gap-1

wgl, :X:‘Int(wa“x -2) (§ 6)

n=0

\ 4

WQglam > 0

Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje glukoamylaza. [%

§4)

v

Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wiagzanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK

NIE

Igap = Igap -1
Wap = Wap- 1
Wglap = Wolyy - 1
n=n+1

Zderzenie aktywne: (§ 7)

Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
n=n+1

wgla, =0
&9

KONIEC
SYMULACJI
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2.3.3.5 Hydroliza amylopektyny przy udziale a-amylazy.

1.

10.

Czasteczkami substratéw sa czasteczki amylopektyny i dodatkowo amylozy, ktore moga powstawaé

w wyniku hydrolizy czasteczek amylopektyny pod wptywem a-amylazy. Dla amylopektyny ze skrobi

ziemniaczanej przyjmuje sig¢ lgs,, ~ 15000 + 100000. Liczba rozpatrywanych czasteczek substratu

w modelu jest nieograniczona.

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltozy, maltotriozy i dektryny graniczne.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okre$lenie miejsca ataku enzymu na czasteczki

zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedziatu 1+1g..4, ktéra w jednoznaczny

sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz wiazanie przy

weglu C; w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke cukru, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke polimeru w miejscu niepodatnym na dziatanie
a-amylazy lub enzym atakuje inng czasteczke.

Miejscem podatnym na dzialanie a-amylazy sa wigzania o-1—>4 wewnatrz tancucha poliglukozowego.

Wiazanie hydrolizowane przez a-amylaze w czasteczce amylozy musi by¢:

5.1. co najmniej oddalone o dwie reszty glukozowe od konca redukujacego,

5.2. co najmniej oddalone o dwie reszty glukozowe od konca nieredukujacego,

5.3. co najmniej oddalone o dwie reszty glukozowe miejsca rozgalg¢zienia w kierunku konca
redukujacego,

54. co najmniej oddalone o dwie reszty glukozowe miejsca rozgalg¢zienia w kierunku konca

nieredukujacego w tancuchu nadrzednym,

5.5. co najmniej oddalone o trzy reszty glukozowe miejsca rozgalezienia w kierunku konca
redukujacego w tancuchu podrzednym.

[lo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczkach policukrow, ktore potencjalnie sa podatne na atak a-amylazy

Zliczana jest w sposob rekurencyjny. Rowna jest ona sumie wszystkich wiazan o-1—>4 w czasteczce

amylopektyny spelniajacych jednoczesnie wszystkie warunki zawarte w pkt. 5.1. < 5.5.

W wyniku zderzenia aktywnego, czasteczka polimeru rozcinana jest na dwa policukry:

7.1. suma ilosci podjednostek glukozy w obu powstatych policukrach odpowiada ilosci
podjednostek glukozy w wyjsciowej czasteczce amylopektyny: [10ap.oln = [19ap,1Jn+1 + [19ap2ln+1,

7.2. suma dostgpnych dla a-amylazy wiazan a-1—4 w powstalych czasteczkach policukréw
obliczana jest wg § 6,

7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w uktadzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w tancuchu polimeru pozostaje bez zmian: [1gap]n = [19apln+1,
8.3. ilo$¢ wigzan a-1—4 w czasteczce polimeru pozostaje bez zmian: [Wap]n = [Wapln+1,

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracjeg, dla ktorej ilos¢ wiazan a-1—4, w czasteczkach po-
licukréw, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania a-amylazy wynosi zero: wag, = 0.
Miara postgpu reakcji jest ilos¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy

amylopektyny przez a-amylazg.
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Hydroliza amylopektyny przy udziale a-amylazy - schemat blokowy.

START

A\ 4
Amylopektyna (§ 1)

Igap ~ 15000 + 100000

Wap = 10ap-1

Wag, (patrz § 6)

n=0

v

TAK Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje o-amylaza.
Wagp > 0 §4)

v

v

Czy enzym jest wstanie "rozciac¢" wiazanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK NIE
Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
[19ap.0ln = [19ap.ilns1 + [1Gap 2]nsa n=n+1
n=n+1

v
Okreslenie ilo$ci pozostatych wiazan a-1—4 w czasteczkach amylozy
i amylopektyny, ktére potencjalnie sa podatne na atak o-amylazy (§ 6)

\4

Czy w uktadzie pozostaty czasteczki
substratu (amylopektyny i amylozy)?
Wag, =0

NIE KONIEC
SYMULACIJI

A 4

(§9)
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2.3.3.6 Hydroliza amylopektyny przy udziale pullulanazy.

1.

10.

Czasteczkami substratow sa czasteczki amylopektyny.

Dla amylopektyny ze skrobi ziemniaczanej przyjmuje sig 19, ~ 15000 -+ 100000. Liczba

rozpatrywanych czasteczek substratu w modelu jest nieograniczona.

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki amylozy.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okre$lenie miejsca ataku enzymu na czasteczki

zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedziatu 1+1g..4, ktéra w jednoznaczny

sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz wiazanie przy

weglu C; w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke cukru, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke polimeru w miejscu niepodatnym na dziatanie
a-amylazy lub enzym atakuje inna czasteczke.

Miejscem podatnym na dziatanie pullulanazy sa wiazania a-1—6 w czasteczkach amylopektyny.

Aby wiazanie o-1—6 tacza tancuch nadrz¢dny z podrzednym uleglo hydrolizie w wyniku dziatania

pullulanazy, musza by¢ petnione jednocze$nie nast¢pujace warunki:

5.1. czasteczka amylopektyny musi zawiera¢ dwie podjednostki glukozy w tancuchu nadrzednym,
liczac od miejsca rozgate¢zienia w kierunku konca redukujacego,

5.2. czasteczka amylopektyny musi zawiera¢ jedng podjednostke glukozy w tancuchu nadrzednym,
liczac od miejsca rozgate¢zienia w kierunku konca nieredukujacego,

5.3. hydrolizowane wiazanie a-1—6 musi by¢ oddalone przynajmniej o trzy podjednostki glukozy
(zar6wno w tancuchu nadrz¢dnym, jak i podrzednym) od innych punktow rozgaltgzienia..

Ilo$¢ wiazan a-1—6 w czasteczkach amylopektyny, ktére potencjalnie sa podatne na atak pullulanazy

zliczana jest w sposéb rekurencyjny. Rowna jest ona sumie wszystkich wiazan a-1—6 w czasteczce

amylopektyny spelniajacych jednoczesnie wszystkie warunki zawarte w pkt. 5.1. + 5.3.

W wyniku zderzenia aktywnego, czasteczka polimeru rozcinana jest na dwa policukry:

7.1. suma ilosci podjednostek glukozy w obu powstatych policukrach odpowiada ilosci
podjednostek glukozy w wyj$ciowej czasteczce amylopektyny: [1gap.0ln = [19ap,1Jn+1 + [19ap2ln+1,

7.2. suma dostgpnych dla pullulanazy wiazan o-1—4 w powstatych czasteczkach policukrow
obliczana jest wg § 6.,

7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w uktadzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w tancuchu polimeru pozostaje bez zmian: [Igap]n = [19apln+1,
8.3. ilo$¢ wigzan a-1—4 w czasteczce polimeru pozostaje bez zmian: [Wap]y = [Wapln+1,

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejszg iteracjg, dla ktorej ilos¢ wiazan o-1—6,
w czasteczkach amylopektyny, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania pullulanazy
WYNOSi Zero: Wpg, = 0.

Miara postgpu reakcji jest ilos¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy

amylopektyny przez pullulanazg.
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Hydroliza amylopektyny przy udziale pullulanazy - schemat blokowy.

START

\ 4

Amylopektyna (§ 1)
Igap ~ 15000 + 100000
Wap = 10ap-1
Wpg, (patrz § 6)
n=0
v
TAK Losowe okreslenie czasteczki i miejsca P
—»  w czasteczce, ktore atakuje pullulanaza. |~
Wpap > 0 §4
v
Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wiagzanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)
TAK NIE
Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
[19ap0ln = [19ap 1)1 + [1ap 2]nsa n=n+1
n=n+1

v
Okreslenie ilosci pozostatych wiazan a-1—6 w czasteczkach amylopektyny,
ktore potencjalnie sa podatne na atak pullulanazy (§ 6)

\4

Czy w uktadzie pozostaty czasteczki
substratu (amylopektyny)? (§ 9)
Wpgp =0

NIE KONIEC
SYMULACIJI

\ 4
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2.3.3.7 Hydroliza amylopektyny przy udziale egzo-a-D-glukanazy.

1.

10.

Czasteczkami substratow sa czasteczki amylopektyny. Dla amylopektyny ze skrobi ziemniaczanej przyjmuje sig 1gap

~ 15000 + 100000. Liczba rozpatrywanych czasteczek substratu w modelu jest nieograniczona.

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltooligosacharydow zawierajacych od 4 do 7 podjednostek

glukozy oraz dekstryny graniczne.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okre$lenie miejsca ataku enzymu na czasteczki zawarte

w roztworze. W sposob losowy okre$lana jest liczba z przedziatu 1+lg..4, ktora w jednoznaczny sposob okresla

podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej sie zawiera oraz wiazanie przy weglu C; w danej

podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke amylopektyny, w miejscu podatnym
na dziatanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczkg amylopektyny w miejscu niepodatnym na dziatanie
glukoamylazy lub enzym atakuje inna czasteczke.

Miejscem podatnym na dziatanie egzo-o-D-glukanazy sa wiazania a-1—4 zlokalizowane w tancuchach A, B lub C

czasteczek amylopektyny, oddalone od 4 do 7 podjednostek glukozy liczac od konca nieredukujacego danego

fancucha. Aby atakowane wiazanie a-1—4 uleglto hydrolizie w wyniku dziatania egzo-o-D-glukanazy musza by¢

spelnione jednoczesnie nastgpujace warunki:

5.1. hydrolizowane wigzanie musi by¢ oddalone od 4 do 7 podjednostek glukozy od konca nieredukujacego

danego tancucha,

5.2. potencjalnie "odcinany" fancuch maltooligosacharydowy nie moze zawiera¢ miejsc rozgalezienia,
5.3. hydrolizowane wiazanie musi by¢ oddalone co najmniej o trzy podjednostki glukozy od miejsca
rozgalgzienia.

Tlo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczkach amylopektyny, ktore potencjalnie sa podatne na atak egzo-a-D-glukanazy
zliczana jest w sposob rekurencyjny. Rowna jest ona sumie wszystkich wigzan a-1—6 w czasteczce amylopektyny
speliajacych jednoczesnie wszystkie warunki zawarte w pkt. 5.1. + 5.3.

W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka maltooligosacharydu

zawierajacego odpowiednio od 4 do 7 podjednostek glukozy:

7.1. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny o okreslona ilos¢ podjednostek glukozy: [1gap], =
[9aplns1 + [Gamlner - [amlns1 =4+ 7,
7.2. suma dostgpnych dla egzo-o-D-glukanazy wiazan o-1—4 glikozydowych w czasteczce amylopektyny

obliczana jest wg § 6,
7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w uktadzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w taficuchu amylopektyny pozostaje bez zmian: [1gapln = [19apln+1,
8.3. ilo$¢ wiazan a-1—-4 w czasteczce amylopektyny pozostaje bez zmian: [Wapln = [Waplns1s

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje sig¢ najmniejsza iteracje, dla ktorej ilo$¢ wiazan a-1—4, w czasteczkach amylopektyny,
potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania egzo-a-D-glukanazy wynosi zero: wegs, = 0.
Miarg postepu reakcji jest ilos¢ konicow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy amylopektyny przez

egzo-o-D-glukanazg.
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Hydroliza amylopektyny przy udziale egzo-a-D-glukanazy - schemat
blokowy.
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A 4
Amylopektyna (§ 1)

Igap ~ 15000 + 100000

Wap = 10ap-1

Wegap (Patrzs 6)

n=0
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Wegam > 0 Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje <
egzo-a-D-glukanaza.

§4)

v

Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wiagzanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK NIE
Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
[Igap]n:[lgap]n+1+[|gam]n+1 n=n+1

(patrz § 7.1.)
Wap = Wap- 1
Weg,p (patrz § 7.2.)
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wega, =0
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2.4 Zestawienie danych doswiadczalnych z modelem

Mozliwos¢ przejscia z ukladu modelowego do uktadu rzeczywistego jest niezwykle
wazne. Umozliwia ono nie tylko weryfikacje opracowanego modelu i jego zalozen, ale takze

jego pdzniejsze wykorzystanie do celow praktycznych.
2.4.1 Opis ukladu rzeczywistego

Kinetyke reakcji chemicznej opisujemy zwykle podajac zalezno$¢ zmiany stezen
poszczegdlnych substancji w czasie. Zalezno$¢ ta mozemy okresli¢ poprzez podanie
konkretnych warto$ci stezen danej substancji w czasie lub poprzez podanie funkcji opisujacej
zmiany ilo$ci poszczegolnych substancji w uktadzie. Obrazowo mozemy to przedstawi¢ w ten
sposob, iz w jednostkowej objetosci okreslamy w sposob ciagly lub w okreslonych odstgpach
czasu stezenia okreslonych substancji. Standardowo za objgtos¢ jednostkowa przyjmujemy
objetos¢ jednego dm® lub m®. Stezenia substancji mozemy okresli¢ na przyktad poprzez
wyrazenie masy lub liczno$ci danej substancji w jednostkowej objgtosci. Za jednostke czasu
przyjmuje si¢ wielko$¢ krotna sekundy, ktora odpowiada szybkosci reakcji .

W dalszej czg$ci pracy zaprezentowano rownorz¢dne metody translacji uktadu
modelowego do uktadu rzeczywistego opisanego poprzez podanie zmian stgzen molowych
[mol/m*] w czasie [s]. Generalnie, aby dokonaé opisanej translacji konieczne jest wykonanie
modelowej symulacji dla pojedynczej reakcji enzymatycznej, dla ktorej dysponujemy danymi
do$wiadczalnymi opisujacymi jej kinetyke. Po wykonaniu translacji, wyznaczana jest skala
przeksztalcenia, co umozliwia bezposrednie przeliczenie wielko$ci uzyskiwanych w modelu

na wielkosci fizyczne, takie jak stgzenie molowe i czas reakcji.

“ Teoretycznie zaprezentowany w pracy model moze opisywa¢ dowolnie duzy uklad. Jednakze w typowym
uktadzie fizycznym mamy zwykle do czynienia z 10" do 10% czasteczek w objetosci jednego dm®. Dlatego,
ze wzgledow praktycznych zredukowano ilo$¢ rozpatrywanych w pracy czasteczek do objgtosci reprezentatywnej
dla catego uktadu (od 1 do 10°).
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2.4.2 Wyznaczenie stalej przeskalowania w oparciu o liczb¢ obrotow

Przejscie z uktadu modelowego do rzeczywistego odbywa si¢ w dwdch niezaleznych
etapach: przeliczeniu ilo$ci czasteczek rozpatrywanych w modelowym uktadzie na stezenia
molowe [mol/dm?®] oraz kroku symulacji (liczby iteracji) na jednostki czasu [s].

Przyjmijmy, ze w pewnej objetosci jednostkowej znajduje si¢ okre$lona liczba
czasteczek substratu i enzymu. Stezenie poczatkowe w ukladzie modelowym (wyrazane
poprzez funkcje charakterystyczna) odpowiada st¢zenie poczatkowemu w uktadzie
rzeczywistym wyrazonemu stezeniem molowym (cio [mol/dm?®]). Stezenie koncowe
w uktadzie modelowym, odpowiada ilosci powstalych czasteczek w uktadzie, w ktéorym
wszystkie czasteczki substratow i produktéw posrednich zostaty przeksztatcone na produkty
koncowe. W praktyce za stgzenie koncowe produktow, przyjmujemy takie stezenie, ktore jest
osiaggane po pewnym czasie (tx) 1 ktore nie ulega pdzniejszym zmiang (przy zachowanych
warunkach reakcji). Znajac relacje migdzy stezeniami poczatkowymi i koncowymi,
z wynikami symulacji komputerowej, mozemy wyznaczy¢ stata przeksztalcenia, wiazaca
stezenia cukrow wyznaczanych w reakcji z DNS z funkcja charakterystyczna zdefiniowana

w modelu. W Tabeli 1 ponizej zestawiono przyktadowe wielko$ci wyznaczane przy badaniu

kinetyki reakcji enzymatycznej degradacji skrobi z symulacja komputerowa.

Tabela 1. Przykladowe zestawienie wielkosci wyznaczanych przy badaniu kinetyki reakcji enzymatycznej

degradacji skrobi z symulacja komputerowa.

REAKCJA CHEMICZNA MODEL (SYMULACJA KOMPUTEROWA)

WIELKOSC

OPIS

WIELKOSC

OPIS

cs,0 [mol/dm?]

Stezenie substratu w chwili t=0, rowne
ilosci koncow redukujacych oznaczonych
w reakcji z DNS.

Liczba czasteczek [-] dla
iteracji n=0.

Liczba czasteczek okreSlona przez
funkcj¢ charakterystyczna (“liczba zer”)
dla iteracji n=0 (poczatek reakc;ji).

Cs+pk [mol/dm3]

Stezenie koncowe cukrow w chwili t=ty,
rowne ilosci  koncow  redukujacych
oznaczonych w reakcji z DNS.

Liczba czasteczek [-] dla
iteracji n=ny.

Liczba czasteczek okreSlona przez
funkcj¢ charakterystyczna (“liczba zer”)
dla iteracji n=n, (koniec reakcji)

csx [mol/dm?]

Stezenie koncowe produktéw. Poniewaz
w reakcji z DNS nie rozroznialne sa

czasteczki substratow, produktow
posrednich i koficowych, rowne jest ono
réznicy oznaczonemu stgzeniu

mieszaniny w chwili t minus stgzenie
poczatkowe:

Cpk = Cs+pk - Cs0

Roznica liczby czasteczek
[-] dla iteracji n=nyx minus
liczba czasteczek [-] dla
iteracji n=0.

Liczba czasteczek powstatych podczas
symulacji.

cgl [mol/dm?]

Stezenie glukozy w ukladzie przy

catkowitej hydrolizie policukrow do

wolnej glukozy (np. pod wplywem
goracego kwasu solnego).

19catk

Catkowita liczba podjednostek glukozy
w rozpatrywanym uktadzie, rowna ilosci
parametréw funkcji charakterystycznej.
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Kolejnym etapem jest wyznaczenie skali czasowej. Zalozmy, ze dobralismy tak
objetosé jednostkowa, aby znajdowata si¢ w niej jedna czasteczka enzymu. Sledzac jej
zachowanie, mozemy stwierdzi¢, iz w uktadzie modelowym, mamy do czynienia jedynie
z dwoma rodzajami zdarzen: zderzeniem aktywnym 1 zderzeniem nieaktywnym.
W najprostszym przypadku czasy zderzenia aktywnego i nieaktywnego sa sobie réwne
(tak = tnak )- Mozemy wtedy przyja¢, ze kazdej rozpatrywanej iteracji odpowiada jednakowy
przedziat czasu, a czas reakcji réwny jest sumie tych przedziatow, co mozna zapisac:

N Ny
L :Z[tak]n =N, L, ZZ[tnak ]n =N Ly
n-0 n=0
W wigkszosci przypadkéw jednak czas zderzenia aktywnego, jest rozny od czasu
zderzenia nieaktywnego. W tym przypadku, mozna zmodyfikowaé opracowany model,

poprzez wprowadzenie dodatkowych zatozen:

1. W celu opisania czasu reakcji, zostaje wprowadzona dodatkowa zmienna: tg, oznaczajaca

czas reakcji.
2. W chwili rozpoczgcia symulacji dla n=0, tg = 0 (o ile nie zalozono inaczej).

3. W przypadku zderzenia aktywnego, warto§¢ tr zwigkszana jest o stala czasowa

odpowiadajaca czasowi zderzenia aktywnego: tgr = tg + ta.

4. W przypadku zderzenia nieaktywnego, warto$¢ tr zwigkszana jest o stala czasowa

odpowiadajaca czasowi zderzenia nieaktywnego: tg = tr + thax.

5. Czasowi reakcji odpowiada warto$¢ zmiennej tg dla najmniejszej iteracji, dla ktorej ilos¢

wigzan mogacych ulec zerwaniu w wyniku dziatania danego enzymu wynosi zero.

W praktyce state tgk | tpak. moga by¢ wyznaczone metodami Sstosowanymi
w biochemii (np. metoda stop flow). W przypadku, kiedy wigkszo$¢ zderzen jest aktywnych,
mozna przyjac, ze stata tak jest odwrotnoscia liczby obrotow enzymu (ang. turnover number),
zdefiniowanej jako “ilo$¢ moli substratu transformowanego na minutg¢ przez jeden mol
aktywnych czasteczek enzymoéw lub centréw katalitycznych w przypadku enzymoéw
zawierajacych wiele podjednostek katalitycznych w optymalnych warunkach” = [18].

“ Liczbe obrotéw enzymu okresla sig takze, jako ilos¢ moli substancji transformowanych na minute przez jeden
mol enzymu (lub jeden pmol enzymu) w optymalnych warunkach [18].
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Zalezno$¢ liczby obrotow od predkosci maksymalnej 1 calkowitego stgzenia enzymu wyraza

zaleznos¢:

k — Vmax _ H]II’IOI(S —)P)rnln‘l 'ml—l
T mmol(E) - ml™

}:[min ]

E tot

gdzie kp jest liczba obrotow enzymu; Vmax predkoscia maksymalna; Cgpor. catkowitym

stezeniem enzymu. Zwykle liczba obrotéw enzymu zawiera si¢ w przedziale od 50 do

10" min™, Przyktadowo, dla anhydrazy weglowej kp = 3,6-10°, czyli 1/kp = ta = 1,7 ps.
Omoéwione powyzej modyfikacje przedstawiono na schemacie zamieszczonym na

kolejnej stronie.
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Hydroliza skrobi przy udziale enzyméw amylolitycznych z uwzglednieniem
czasoOw zderzen aktywnych i nieaktywnych - schemat ogolny

START
\ 4
Substrat
192p
Wap
Wpap
n=0

tr = 0 (patrz § 2)

\ 4

TAK Losowe okre$lenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje
enzym amylolityczny.

v
A

v

Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wiagzanie
w atakowanej czasteczce?

TAK NIE
Zd.erz.enie aktywne: , .. Zderzenie nieaktywne:
"cigcie substratu w okre§lonym miejscu" n=n+1 —
n=n+1
tr=tr +t trz § 4
to = to + t. (Datrz § 3) R = TR+ b (patrz § 4)

\4

Okreslenie ilo$ci pozostatych wigzan w czasteczkach,
ktore potencjalnie sa podatne na enzymu amylolitycznego.

v

NIE KONIEC
SYMULACJI
(czas reakcii = to)

Czy w uktadzie pozostaty
czasteczki substratu?

A 4
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2.4.3 Wyznaczenie stalej przeskalowania w oparciu o wyznaczenie dwoch punktow
stalych.

Transformacji ukladu modelowego do ukladu rzeczywistego opisujacego
enzymatyczng hydrolizg biopolimeréw mozna dokonaé poprzez wyznaczenie dwoch punktow
dla uktadu modelowego i rzeczywistego odpowiadajacym tym samym etapom reakcji.
W pracy wybrano arbitralnie jako punkty charakterystyczne:

o pierwszy punkt - punkt odpowiadajacy warunkom poczatkowym reakcji,
o drugi punkt - punkt w ktorym osiagnigto 50% przereagowanie substratu.

Opis tych punktow dla uktadu rzeczywistego 1 modelowego przedstawiono ponizej:

Tabela 2. Zestawienie wybranych arbitralnie punktéw do transformacji uktadu modelowego do rzeczywistego.

Nazwa punktu Uktad rzeczywisty Uktad modelowy
“punkt poczatkowy” | Stgzenie substratu w chwili to: Csg Ilo$¢ czasteczek dla iteracji zerowej
“punkt 50%” Punkt, w ktérym stgzenie substratu | Odpowiada numerowi iteracji, dla ktorego
osiagneto  potowe  wielkosci  stezenia | liczba czasteczek rowna jest roznica liczby
poczatkowego, wyznaczony zalezno$cia: czasteczek dla iteracji n=n, minus liczba
czasteczek dla iteracji n=0.
Cs096,t = /2 (Cs+p k- Cs,0) * !

W przypadku enzymoéw zachowujacych si¢ zgodnie z kinetyka Michaelisa-Menten
mozna za drugi punkt, w ktorym dla okreslonego stezenia substratu (rownego statej
Michaelisa-Menten) osiagana jest potowa szybkosci maksymalnej reakcji [12]. Poniewaz
w przypadku degradacji biopolimeréw nie sa spelnione wszystkie zalozenia modelu
Michaelisa-Menten [17], a w kilku zestawach danych doswiadczalnych zaobserwowano,
ze reakcja przebiega przez pewien okres czasu z polowa maksymalnej obserwowanej

predkosci reakcji, zrezygnowano z wyboru tego punktu jako odniesienia przy transformacji.

Transformacji dokonuje si¢ zestawienie punktu poczatkowego dla uktadu
rzeczywistego z punktem poczatkowym dla uktadu modelowego. Nastgpnie wybiera si¢ tak
skalg czasowa 1 stgzeniowa, aby pokryl si¢ “drugi punkt” w uktadzie rzeczywistym z uktadem
modelowym. W ten sposob okreslamy skale czasowa 1 stezeniowa dla danego ukladu

modelowego.
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2.4.4 Wyznaczenie stalej przeskalowania metoda graficzna.

Translacji graficznej dokonujemy w dwuwymiarowym Kkartezjanskim uktadzie
wspotrzednych prostokatnych (uktad ortonormalny 2D), gdzie o$ odcigtych odpowiada
czasowi reakcji (numerowi iteracji), a o$ rzednych stgzeniu produktow (przyrostowi ilo$ci
powstajacych czasteczek). Za punkt staly przyjeto punkt poczatkowy zdefiniowany
w poprzednim rozdziale, dla czasu t, i numeru iteracji n=0. Nastgpnie dokonujemy takiego
przeskalowania wykresu otrzymanego dla ukladu modelowego, wzgledem wykresu

obrazujacego konkretne dane do§wiadczalne, aby:

« zachowany byt punkt poczatkowy dla obu wykresow,
suma odlegto$¢ punktéw doswiadczalnych od punktdow wyznaczonych w wyniku
symulacji byta jak najmniejsza (analogicznie do metody najmniejszych kwadratow).

Efektem przeskalowania jest wyznaczenie statej przeskalowania zawierajacej w sobie skale

czasowa i stezeniowa dla danego uktadu modelowego.
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1,4

1,2 A

Ckp
1,0 4

0,8 - -
0,6 -

stezenie [mg/ml]

041 -

0,2 1 = prod. (dosw .) [mg/mi]

0,0 T T T
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50
czas [min]

a) Przyktadowe dane eksperymentalne dla procesu hydrolizy skrobi przy udziale a-amylazy scukrzajacej
(cs0=1,16 mg/ml; ce=5,30 pg/ml). Okreslenie stezenia koncowego produktu na podstawie asymptoty
(linia przerywana), do ktorej zblizaja si¢ wartosci okreslajace stezenie produktu mierzone eksperymentalnie.

3000

¥ 2500 - N ¢ Mk
y T
Q
B 2000 A o
g ’ o # prod. (sym.) [n]
o ® maltoza [n]
:§ 1500 1 ‘f maltotrioza [n]
= :" x maltotetraoza [n]
2 1000 4 ::.‘ = maltopentaoza [n]
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E‘,, 500 _‘:’ prod. posr. [n]
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czas [numer iteracji]

b) Dane z symulacji komputerowej. Okreslenie koncowe;j iloéci czasteczek w uktadzie modelowym.
Wyznaczenia statej przeskalowania st¢zenie kg = Cyp / Ngp [Mg/ml-n].

1,4
1.2 % Crk
=104
£ [ + prod. (sym.) [mg/mi]
g’ 0,8 s ® maltoza [mg/ml]
‘;’ I maltotrioza [mg/ml]
e 061 * maltotetraoza [mg/ml]
-3 L 5 x maltopentaoza [mg/ml]
‘.qm! 0,4 * 5 ® maltoheksaoza [mg/ml]
':'. prod. posr. [mg/ml]
0,2 W = prod. (dosw.) [mg/ml]
0,0 . . . . . . .
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000

czas {{min] vs [numer iteracji]}

przez wyznaczong wartos¢ Kg).

c¢) Przeskalowanie licznos$ci czasteczek z uktadu modelowego do uktadu rzeczywistego w oparciu o wyznaczona
stata przeskalowania stezenie (pomnozenie wielkosci odpowiadajacych ilo$ci czasteczek w uktadzie modelowym

Rys.2.3. Schemat przeskalowanie licznosci czasteczek z uktadu modelowego do uktadu rzeczywistego
(liczno$¢ czasteczek [n] — stezenie [mg/ml]).



Piotr Wojciechowski, E-chemia: Inzyniera chemiczna, 130

1,4
1,2
1,0
08 -
064 i

0444

stezenie [mg/ml]

0,2 4

0,0
0,00

10,00

20,00

30,00

a) Dane eksperymentalne. Okreslenie wspolczynnika nachylenia prostej (linia przerywana) dla poczatkowych
punktéw doswiadczalnych, dla ktérych reakcja przebiega z maksymalna predkoscia.
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b) Dane z symulacji komputerowej (dokonano wczesniejszego przeskalowania stgzenia).
Okreslenie wspolczynnika nachylenia prostej (linia przerywana) dla poczatkowych punktéw z symulacji dla
ktoérych reakcja przebiega z maksymalna predkoscia.
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¢) Przeskalowanie licznosci czasteczek z uktadu modelowego do uktadu rzeczywistego w oparciu o wyznaczone
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Rys.2.4. Schemat przeskalowanie czasu z uktadu modelowego do uktadu rzeczywistego

(numer iteracji [i] — czas [min])
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2.4.5 Translacja ukladu modelowego do ukladu rzeczywistego

Znajac skalg stezeniowa i1 czasowa, tatwo jest przeliczy¢ wielkosci uzyskiwane
w uktadzie modelowym, na odpowiednie im wielkos$ci charakteryzujace dany uktad fizyczny.
Przykladowo, jezeli rozpatrujemy w uktadzie modelowym dziesigciokrotnie wigksze stg¢zeniu
substratu niz przy wyznaczania skali przeskalowania, to obrazowo odpowiada
to wprowadzeniu do objgtosci jednostkowej dziesigciokrotnie wigkszej liczby czasteczek
substratu. Aby wigc dokona¢ przeskalowania wzgledem stezenia, nalezy dziesigciokrotnie
zwigkszy¢ w uktadzie modelowym liczbe czasteczek substratu i pomnozy¢ ja przez
wyznaczona uprzednio stala przeskalowania stezeniowego.

Zmiang stgzenia enzymu wpltywa na szybkos$¢ reakcji. W przypadku, kiedy predkosé
reakcji jest proporcjonalna do stezenia enzymu, tzn. v = c-f(Cg, Cp, T,...), mozna przyja¢ ze
czas reakcji ulega proporcjonalnemu wydtuzeniu lub skrdceniu, w zaleznosci od zmiany
stezenia reakcji. Przykladowo, dwukrotny wzrost stezenia enzymu powinien spowodowac
dwukrotny wzrost szybkosci reakcji, o ile oczywiscie cg >>Cp.

Weryfikacje, czy predkos¢ reakcji zalezy w sposob liniowy od stezenia enzymu,
mozna dokonaé¢ w sposob doswiadczalny badajac kinetyke reakcji dla roznych stezen enzymu,
przy zachowaniu innych parametréow reakcji. W przypadku, kiedy nie jest zachowana
liniowo$¢ konieczne jest wyznaczenie w sposob empiryczny funkcji okreslajacej zmiang
szybkosci reakcji od stgzenia enzymu. Alternatywnie mozna rozpatrywa¢ w ukladzie
modelowym wprowadzenie do objgtosci jednostkowej odpowiedniej liczby czasteczek

enzymu, co zostanie przedstawione w dalszej czg$ci niniejszej pracy.

2.5 Modelowanie oddzialywan inhibicyjnych i aktywacyjnych.

W opracowanym modelu mozliwe jest uwzglednienie oddzialywan inhibicyjnych
1 aktywacyjnych. Zdecydowano si¢ rozpatrzy¢ inhibicje kompetycyjna, akompetycyjna,
niekompetycyjna 1 aktywacj¢ enzymu. Przedstawiono ogélne zalozenia pozwalajace na
uwzglednienie w modelu wyzej wymienionych oddziatywan. Szczegdlna uwage zwrdocono na
inhibicj¢ kompetycyjna, gdyz niektore pozycje literaturowe donosza o mozliwosci

wystapienia tego typu inhibicji w przypadku np. B-amylazy (inhibicja kompetycyjna maltoza).
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2.5.1 Inhibicja kompetycyjna

Z inhibicja kompetycyjna spotykamy si¢ gdy inhibitor wspotzawodnicy z substratem w
obsadzeniu centrum aktywnego enzymu. Jednoczesne wiazanie si¢ substratu i inhibitora
kompetycyjnego z enzymem jest wykluczone. Przyktadem inhibicji kompetycyjnej moze by¢
wspomniana na inhibicja maltoza P-amylazy. W tym przypadku maltoza powstajaca
w wyniku reakcji, jako analog substratu, moze ulec zwiazaniu z miejscem aktywnym enzymu.
Poniewaz jednak [-amylaza nie jest wstanie zhydrolizowa¢ maltozy, reakcja zostaje
zatrzymana do momentu oddysocjowania maltozy od B-amylazy. Opisany przypadek nosi
nazwe¢ inhibicji kompetycyjnej produktem reakcji. Cecha charakterystyczna inhibicji
kompetycyjnej jest mozliwos¢ jej cofnigcia przy dostatecznie duzym st¢zeniu substratu.
Zjawisko to wykorzystuje si¢ np. przy zatruciu metanolem lub glikolem etylenowym,
a leczenie polega na podaniu bardzo duzej ilosci etanolu [12]. W przypadku rozpatrywania
inhibicji celowe jest operowanie czasem reakcji (tr), oraz czasami zderzenia aktywnego (tax),
zderzenia nieaktywnego (tna) i inhibicji kompetycyjnej (tik). Uwzglednienie inhibicji

kompetycyjnej zaktada natozenie na weze$niejsze modele nastgpujacych zatozen:

1. W modelu uwzgledniany jest czas reakc;ji.
2. W momencie rozpoczecia reakcji wartos¢ zmiennej okreslajacej czas reakcji wynosi zero (tg = 0).
3. Rozpatrywane sa trzy typy zderzen:
3.1. zderzenie aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu

w miejscu podatnym na jego dzialanie,
3.2. zderzenie nieaktywne - zachodzace w przypadku, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu
w miejscu niepodatnym na jego dzialanie lub enzym atakuje inna czasteczke, nie bedaca
substratem i inhibitorem,
3.3. zderzenie prowadzqce do inhibicji kompetycyjnej - zachodzace w przypadku kiedy enzym
atakuje czasteczke inhibitora kompetycyjnego (np. maltozy w przypadku B-amylazy).
4, W wyniku zderzenia aktywnego:

41. krok symulacji zwigkszany jest o jeden,
4.2. enzym katalizuje hydroliz¢ okre$lonego miejsca w czasteczce substratu, zgodnie z opisem
przyjetym w danym modelu dla okre$lonego procesu enzymatycznego,
4.3. czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia aktywnego: tg = g + .
5. W wyniku zderzenia nieaktywnego:
5.1. krok symulacji zwigkszany jest o jeden
5.2. czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia nieaktywnego: tgr = tr + thax.
6. W wyniku zderzenia prowadzacego do inhibicji:
6.1. krok symulacji zwigkszany jest o jeden
6.2. czas reakcji zwigkszany jest o $redni czas trwania kompleksu enzym-inhibitor kompetycyjny:
R =t + tik.

Na sasiedniej stronie przedstawiono przyktadowy model uwzgledniajacy inhibicje kompetycyjna

opisujacy omawiany przypadek inhibicji f-amylazy powstajaca w trakcie procesu scukrzania skrobi maltoza.



Piotr Wojciechowski, E-chemia: Inzyniera chemiczna, 133

Hydroliza amylopektyny przy udziale B-amylazy z uwzglednieniem
inhibicji kompetycyjnej produktem reakeji (maltozg) - schemat blokowy.
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2.5.2 Inhibicja akompetycyjna

Inhibicja akompetycyjna dotyczy przypadku, gdy inhibitor wiaze si¢ z kompleksem
substrat-enzym, powodujac wydluzenie czasu reakcji. Inhibitor akompetycyjny jest wstanie
przyltaczy¢ si¢ jedynie do kompleksu enzym-substrat.

Przy tworzeniu modelu rozwazano dwie réwnorzedne ze wzgledu na otrzymywane
wyniki metody uwzglednienia inhibicji akompetycyjnej. Pierwsza zaktadata, iz w przypadku
zderzenia aktywnego, bedzie rozpatrywana mozliwo$¢ zderzenia czasteczki kompleksu
enzym-substrat z inhibitorem kompetycyjnym. Druga mozliwo$¢ sprowadzata si¢ do
zastapienia rozpatrywania zderzen losowych, poprzez okreslenie prawdopodobienstwa takiego
zdarzenia. Po przeprowadzeniu szeregu teoretycznych rozwazan zdecydowano si¢ wybraé
drugi sposoéb, gdyz uzywajac prawdopodobienstwa wystapienia inhibicji akompetycyjnej
stosunkowo latwo mozna uwzgledni¢ inne zjawiska wystepujace w uktadzie. Przyktadowo,
mozna zalozy¢, ze prawdopodobienstwo to jest funkcja dtugosci (masy) czasteczki substratu
zwiazanego z enzymem.

Podobnie jak w przypadku inhibicji kompetycyjnej, w model uwzgledniajacy inhibicje
akompetycyjna zaktada parametry opisujace czasy poszczegoélnych procesow: czas reakcji
(tr), czas zderzenia aktywnego (t.«), zderzenia nieaktywnego (tna) i inhibicji akompetycyjnej
(tiak). Dodatkowo wprowadzono dodatkowy parametr nazwany prawdopodobieristwem zajscia
inhibicji akompetycyjnej pia. Uwzglednienie inhibicji akompetycyjnej zaktada natozenie na

wczesniejsze modele nastgpujacych zatozen:

1. W modelu uwzgledniany jest czas reakc;ji.
2. W momencie rozpoczecia reakcji wartos¢ zmiennej okre$lajacej czas reakcji wynosi zero (tg = 0).
3. Rozpatrywane sa trzy typy zderzen:
3.1. zderzenie aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu

w miejscu podatnym na jego dziatanie; kompleks enzym-substrat nie jest stabilizowany przez
obecno$¢ inhibitora akompetycyjnego,

3.2. zderzenie aktywne z inhibicjq akompetycyjnq - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje
czasteczke substratu w miejscu podatnym na jego dziatanie, a powstaly kompleks enzym-
substrat jest stabilizowany przez obecnos$¢ inhibitora akompetycyjnego co wplywa na
wydhuzenie reakcji: tax < tia,

3.3. zderzenie nieaktywne - zachodzace w przypadku, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu
w miejscu niepodatnym na jego dzialanie lub enzym atakuje inna czasteczke, nie bgdaca
substratem i inhibitorem,

4, W celu opisania prawdopodobieristwa zajscia inhibicji akompetycyjnej, zostal wprowadzony dodatkowy
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parametr pjy okreslajacy prawdopodobienstwo tej reakcji. Zostat on zdefiniowany nastgpujaco:

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

prawdopodobienstwo zajscia inhibicji akompetycyjnej okreslane jest liczba rzeczywista
z przedziatu domknigtego od zera do jeden: pix € [0, 1],

dla substancji nie wykazujacych powinowactwa do kompleksu enzym-substrat (nie bedacych
inhibitorami akompetycyjnymi) warto$¢ prawdopodobienstwa zajscia inhibicji akompetycyjnej
przyjmuje warto$¢ zero: pix = 0,

w miar¢ wzrostu powinowactwa inhibitora kompetycyjnego do kompleksu enzym-substrat
warto$¢ parametru okreslajacego prawdopodobienstwo zajscia inhibicji akompetycyjnej zbliza
si¢ do jednosci. Wartos¢ jeden oznacza, ze kazdy kompleks enzym-substrat zostaje zwiazany
z czasteczka inhibitora akompetycyjnego: pix = 1,

warto$¢ parametru okreslajacego prawdopodobienstwo zajscia inhibicji akompetycyjnej moze
by¢ takze zdefiniowana poprzez okreSlenie zalezno$ci, np. poprzez okreslenie funkcji piy 0d
masy kompleksu enzym-substrat: pix = f(Mmgs) lub ilosci czasteczek inhibitora w uktadzie:

Piak = F(Ciak)-

5. W wyniku zderzenia aktywnego, badz zderzenia aktywnego z inhibicja akompetycyjna:

5.1
5.2.

5.3.

krok symulacji zwigkszany jest o jeden,

enzym katalizuje hydrolize okreslonego miejsca w czasteczce substratu, zgodnie z opisem

przyjetym w danym modelu dla okreslonego procesu enzymatycznego,

W oparciu 0 parametr pj, Oraz 0 parametr pomocniczy p, bedacy kazdorazowo wyznaczana

losowo liczba rzeczywista z przedziatu domknigtego od zera do jeden, okreSlana jest

mozliwo$¢ zajécia inhibicji akompetycyjne;j:

5.3.1. jezeli piax = P to warto$¢ p jest wyznaczana w sposob losowy ponownie do momentu
do poki nie zajdzie warunek: pix # P,

5.3.2.  jezeli pjx < p to zderzenie traktowane jest jako zderzenie aktywne bez inhibicji

akompetycyjnej, a czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia aktywnego:
tr = R + ta.

5.3.3. jezeli pix > p to zderzenie traktowane jest jako zderzenie aktywne z inhibicja

akompetycyjna, a czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia aktywnego

z inhibicja akompetycyjna: tg = tg + fiak

6. W wyniku zderzenia nieaktywnego:

6.1.
6.2.

krok symulacji zwigkszany jest o jeden
czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia nieaktywnego:

tr =tr * thak

Na sasiedniej stronie przedstawiono ogoélny model uwzgledniajacy inhibicjg

akompetycyjna. Zaznaczone na schemacie symbolem § numery odwotan dotycza

przedstawionych powyzej modyfikacji modelu.
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Hydroliza skrobi przy udziale enzymow amylolitycznych z uwzgl¢dnieniem
inhibicji akompetycyjnej - schemat ogo6lny

START
Substrat
19p
Wap
Wpap
n=0

tr = 0 (patrz § 2)

l

TAK Losowe okre$lenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje
enzym amylolityczny.

\4
A

v

Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wiagzanie
w atakowanej czasteczce?

TAK NIE
Okreslenie prawdopodobienstwo zajscia Zderzenie nieaktywne:
inhibicji akompetycyjnej, wyznaczenie n=n+l I
parametru losowego p € [0, 1]; (patrz § 5.3). tr = tg + tha (patrz § 6)
Piak < P Piak > P
v

Zderzenie aktywne bez inhibicji akomp.: Zderzenie aktywne z inhibicjq akomp.:

"cigcie substratu w okreslonym miejscu” "cigcie substratu w okreslonym miejscu”

n=n+1 n=n+1

to = to + ta (patrz § 5.3.2) to = to + tia (patrz § 5.3.3)

'

Okreslenie ilosci pozostatych wiazan w czasteczkach,
ktore potencjalnie s podatne na enzymu amylolitycznego.

Czy w ukladzie pozostaty NIE KONIEC
i SYMULACJI
czasteczki substratu? \
(czas reakcji = tr)
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2.5.3 Inhibicja niekompetycyjna i aktywacja enzymu

W inhibicji substrat i inhibitor niekompetycyjny moga si¢ jednoczesnie wiazac
z danym enzymem, co oznacza iz centrum aktywne enzymu nie pokrywa si¢ z miejsce
przytaczania inhibitora nieckompetycyjnego. W efekcie inhibitor moze przytaczaé si¢ zarowno
do czasteczki wolnego enzymu jak i do kompleksu enzym-substrat.

Przy opisywaniu inhibicji niekompetycyjnej postuzono parametrami analogicznymi do
wprowadzony przy opisie wczesniej prezentowanych typ inhibicji. Parametrami tymi sa: czas
reakcji (tr), czas zderzenia aktywnego (tix), zderzenia nieaktywnego (th) 1 inhibicji
niekompetycyjnej (tink) 0raz prawdopodobienstwem zajscia inhibicji niekompetycyjnej Pink.
Opisanie inhibicji niekompetycyjnej zaktada natozenie na poprzednio przedstawiane modele

nastgpujacych zatozen:

1. W modelu uwzgledniany jest czas reakc;ji.
2. W momencie rozpoczecia reakeji warto$¢ zmiennej okre$lajacej czas reakcji wynosi zero (tg = 0).
3. Rozpatrywane sa trzy typy zderzen:
3.1. zderzenie aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu

w miejscu podatnym na jego dziatanie; a do czasteczki enzymu nie jest przetaczona czasteczka
inhibitora niekompetycyjnego,

3.2. zderzenie aktywne z inhibicjq niekompetycyjnq - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje
czasteczke substratu w miejscu podatnym na jego dziatanie, jednoczesnie do enzymu poza jego
centrum aktywnym przylaczona jest czasteczka inhibitora niekompetycyjnego, co wptywa na
wydtuzenie reakcji: ty < tink,

3.3. zderzenie nieaktywne - zachodzace w przypadku, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu w
miejscu niepodatnym na jego dzialanie lub enzym atakuje inna czasteczkg, nie bedaca
substratem i inhibitorem,

4, W celu opisania prawdopodobierstwa zajscia inhibicji niekompetycyjnej, zostal wprowadzony
dodatkowy parametr pjy okreslajacy prawdopodobienstwo tej reakcji. Zostal on zdefiniowany
nastepujaco:

4.1. prawdopodobienstwo zajscia inhibicji niekompetycyjnej okreslane jest liczba rzeczywista
z przedziatu domknigtego od zera do jeden: pi € [0, 1],

4.2. dla substancji nie wykazujacych powinowactwa do enzymu poza jego centrum aktywnym
(nie bedacych inhibitorami niekompetycyjnymi) warto$¢ prawdopodobienstwa zajscia inhibicji
niekompetycyjnej przyjmuje warto$¢ zero: pink = 0,

4.3. w miar¢ wzrostu powinowactwa inhibitora niekompetycyjnego do czasteczki enzymu z
wylaczeniem jego centrum aktywnego, wartos¢ parametru okreslajacego prawdopodobienstwo

zajscia inhibicji niekompetycyjnej zbliza si¢ do jednosci. Warto§¢ jeden oznacza, ze kazdy
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kazda czasteczka enzymu jest zwiazana z czasteczka inhibitora niekompetycyjnego: pink = 1,

4.4, warto$¢ parametru okre$lajacego prawdopodobieristwo zajscia inhibicji nieckompetycyjnej moze
by¢ takze zdefiniowana poprzez okreslenie zalezno$ci, np. jako funkcja stgzenia inhibitora
niekompetycyjnego w uktadzie: pink = f(Cink).

5. W wyniku zderzenia aktywnego, badz zderzenia aktywnego z inhibicja nieckompetycyjna:

5.1. krok symulacji zwigkszany jest o jeden,

5.2. enzym katalizuje hydrolizg okreslonego miejsca w czasteczce substratu, zgodnie z opisem
przyjetym w danym modelu dla okreslonego procesu enzymatycznego,

5.3. W oparciu 0 parametr pj, O0raz 0 parametr pomocniczy p, bedacy kazdorazowo wyznaczana
losowo liczba rzeczywista z przedzialu domknigtego od zera do jeden, okre$lana jest
mozliwos$¢ zajécia inhibicji niekompetycyjne;j:

5.3.1. jezeli pink = p to warto§¢ p jest wyznaczana w sposob losowy ponownie do momentu
do poki nie zajdzie warunek: pi # p,

5.3.2. jezeli piw < p to zderzenie traktowane jest jako zderzenie aktywne bez inhibicji

niekompetycyjnej, a czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia aktywnego:
tr =t + ty

5.3.3.  jezeli pix > p to zderzenie traktowane jest jako zderzenie aktywne z inhibicja

niekompetycyjna, a czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia aktywnego

z inhibicja niekompetycyjna: tg = tg + tink.

6. W wyniku zderzenia nieaktywnego:
6.1. krok symulacji zwigkszany jest o jeden
6.2. czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia nieaktywnego:
tr = tr + thak

Na kolejnej stronie przedstawiono ogolny model uwzgledniajacy inhibicje
niekompetycyjna. Zaznaczone na schemacie symbolem § numery odwotan dotycza
przedstawionych powyzej modyfikacji modelu.

Przylaczenia czasteczki inhibitora niekompetycyjnego wydluza czas reakcji
w poréwnaniu z procesem katalizowanym przez enzym wolny od obecnosci inhibitora, czyli:
tink > tak. Jednakze istnieja czasteczki (aktywatory), ktore powoduja dodatkowa aktywacje
enzymu: tink < tac. W opracowanym modelu symulowanie tego procesu sprowadza si¢ od
strony matematycznej do wyznaczenia wielkosci parametru pink wiasciwie do konkretnego
uktadu substrat-enzym-aktywator oraz przypisaniu parametrowi ti,x, zamiast czasu aktywnego
zderzenia z inhibicja niekompetycyjna, czasu zderzenia aktywnego z aktywacja enzymu.
Reasumujac jezeli czasteczka enzymu zwigzana jest z inhibitorem to czas pojedynczego

zderzenia aktywnego ulega odpowiedniemu wydluzeniu, a jezeli z aktywatorem to skrdceniu,
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w stosunku do czasu reakcji katalizowanej przez wolny enzym. Aktywatorem enzymu, moze
by¢ nie tylko substancja chemiczna, ale takze promieniowanie, np. mikrofalowe lub $wiatto
dostarczajace do uktadu dodatkowej energii utatwiajacej lub umozliwiajacej przebieg reakcji .
Przy opisie reakcji tego typu, uwidacznia si¢ trafnos¢ przyjetego w modelu opisu reakcji, gdyz
poprzez wprowadzong stala prawdopodobienstwa, mozemy uwzgledni¢ wptyw dodatkowych

czynnikow.

“ Enzym poprzez stabilizuje struktury odpowiadajace stanowi posredniemu reakcji obniza energie aktywacji
reakcji (AG™). Natomiast promieniowanie elektromagnetyczne moze dostarczaé¢ energig, niezbedna do zajscia tej

reakcji, a tym samym powodujac, ze redakcja jest termodynamicznie mozliwa Iub/i dodatkowo ja przyspieszajac
[19].
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Hydroliza skrobi przy udziale enzyméw amylolitycznych z uwzglednieniem
inhibicji niekompetycyjnej - schemat ogélny

START
Substrat
192p
Wap
Wpap
n=0

tr = 0 (patrz § 2)

\ 4

TAK Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje
enzym amylolityczny.

A

v

v

Czy enzym jest wstanie "rozcia¢" wiagzanie
w atakowanej czasteczce?

TAK NIE
Okreslenie  prawdopodobieristwo  zajscia Zderzenie nieaktywne: L
inhibicji  niekompetycyjnej,  wyznaczenie n=n+l
parametru losowego p < [0, 1]; (patrz § 5.3). tr = g + thax (patrz § 6)

Pink <P Pink > P
v

Zderzenie aktywne bez inhibicji niekomp.: Zderzenie aktywne z inhibicjq niekomp.:
"cigcie substratu w okreslonym miejscu” "cigcie substratu w okreslonym miejscu”
n=n+1 n=n+1
te = to + ta (patrz § 5.3.2) to = to + tin (Datrz § 5.3.3)

| '

Okreslenie ilosci pozostatych wiazan w czasteczkach,
ktore potencjalnie sa podatne na enzymu amylolitycznego.

A\ 4

NIE KONIEC
SYMULACJI
(czas reakcii = to)

Czy w uktadzie pozostaty
czasteczki substratu?

v
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2.6 Uklady ,,wieloenzymatyczne”

Istotna cecha modelu jest mozliwo$¢ rozpatrzenia uktadu zawierajacego wiele
czasteczek danego enzymu lub czasteczek réznych enzymoéw. Dodatkowo zatozono,
ze wszystkie czasteczki enzymoéw w danej objetosci jednostkowej, beda przez model
rozroznialne, co pozwoli na ewentualnie $ledzenie ,,historii” enzymu.

W przeciwienstwic do wczeSniej prezentowanych schematow zawierajacych
pojedyncza czasteczk¢ enzymu w objetosci jednostkowej przyjeto, ze zardwno liczba
czasteczek substratow, substratow posrednich, produktoéw, jak i1 czasteczek enzymu jest
nieograniczona. Przy tworzeniu modelu, zatozono, ze bedzie mogt on opisywac uklady,
w ktorych zmieniane jest w czasie nie tylko stezenie produktoéw i substratow, ale i enzymow
[25].

Zalozenia opisujace rozszerzenia modelu do uktadu ,wieloenzymatycznego”
przedstawiono ponizej:

1. Istnieje mozliwo$¢ rozpatrywania w modelu nieograniczonej liczby czasteczek enzymu zawartych

w obje¢tosci jednostkowej.

2. Kazdej czasteczce enzymu znajdujacej si¢ w objgtosci modelowej zostaja przypisane nastgpujace
parametry:

2.1. numer enzymu - e - bedacy kolejna liczba catkowita poczawszy od jeden (wszystkie czasteczki

enzymu sa ponumerowane),

2.2. typ enzymu - okreslajaca rodzaj danego enzymu (typ ,,ci¢cia™),

2.3. czas t, - parametr czasu wyznaczany dla danej czasteczki enzymu.
3. W momencie rozpoczegcia reakceji wszystkie wartos$ci parametrow t, wynosza zero.
4, O kolejnosci rozpatrywania zderzen enzymdéw z innymi czasteczkami, decyduje warto$¢

wprowadzonego parametru t.:
4.1. rozpatrywane jest zderzenie enzymu, dla ktérego warto$¢ parametru t, jest najmniejsza,
4.2. jezeli dla kilku enzymow warto$¢ parametru t, jest identyczna, to rozpatrywany jest enzym
o najmniej wielko$ci parametru e.

5. Po wyznaczeniu enzymu, symulowany jest akt jego pojedynczego zderzenia, wedlig jednego
z uprzednio przedstawionych schematow, opisujacego zachowanie danego enzymu.

6. W przypadku, gdy enzym dokonat ,cigcia” zostaje okre§lona liczba miejsc podatnych na dziatanie
poszczegolnych enzymow.

7. Za koniec reakcji przyjmuje si¢ iteracjg, w ktorej w uktadzie nie wystgpuje zadne wiazanie, podatne na
atak ktoregokolwiek z enzymow. Za czas reakcji tg przyjmuje sie najwieksza warto$¢ parametru t, dla
rozpatrywanych w uktadzie enzymow.

8. W pracy przyjeto, ze zderzenia enzym-enzym nie beda rozpatrywane, co wynika z przyjetego na wstepie
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zatozenia: cs>>Ce. Jednakze, istnieje prosta mozliwo$¢ uwzglednienia takze i tych zderzen. Jezeli
W oObjetosci jednostkowej wystepuje X podjednostek glukozy i y czasteczek enzymu, to
w przedstawionym w pracy modelu generowana jest w sposob losowy liczba z przedziatu od jeden do X,
okreslajaca miejsce ataku enzymu na podjednostke glukozy. Jezeli natomiast wyznaczymy losowo
liczbe z przedziatu od 1 do wartosci x+y-1. Jezeli wyznaczona warto$¢ jest liczbg z przedziatu od jeden
do x, to tak jak poprzednio odpowiada to zderzeniu enzymu z podjednostka glukozy, natomiast jesli jest

z przedziatu od x+1 do x+y-1 to 0znacza to zderzenie enzym-enzym.

Zatézmy, ze w objetosci jednostkowe] rozpatrujemy pig¢ czasteczek enzymow
(trzy o-amylazy i po jednym B-amylazy i glukoamylazy). W celu lepszego zobrazowania
przyktadu przepiszmy odpowiednim statym czasowym wartos$ci liczbowe charakteryzujace
poszczegdlne enzymy
O o-amylaza: czas zderzenia aktywnego: t,x = 20 [ns]; czas zderzenia nieaktywnego:
tanak = 7 [Ns],
¢ PB-amylaza: czas zderzenia aktywnego: tp.x = 15 [ns]; czas zderzenia nieaktywnego:
tpnak = 6 [NS] oraz dodatkowo czas zderzenia nieaktywnego z inhibicja kompetycyjna
maltoza: tp ik = 30 [Nns]
0 glukoamylaza: czas zderzenia aktywnego: tya« = 8 [ns]; czas zderzenia nieaktywnego:
tgnak = 5 [ns],
Czasteczki enzymow zostaly ponumerowane w nastgpujacy sposOb: trzem czasteczka
o-amylazy zostaly przypisane numery: 1, 2 i 3. B-amylazie numer 4, a glukoamylazie
numer 5. Poniewaz na poczatku symulacji wartosci wszystkich parametréw t. wynosza zero,
o kolejnosci rozpatrywania poszczegdlnych zderzen enzymoéw decyduje parametr €.
Rozpatrzmy jak hipotetycznie moze przebiega¢ proces hydrolizy policukru w przedstawionym

uktadzie wedlug przedstawionego modelu:

(0) W chwili rozpoczgcia symulacji, warto$ci parametru t, dla wszystkich czasteczek enzymu wynosza zero
(patrz § 3.).

(1) Poniewaz wszystkie warto$ci to sa sobie rowne to zgodnie z § 3 jako pierwsza rozpatrywana jest
czasteczka enzymu o najnizszej warto$ci parametru e. W przykladzie jest to a-amylaza;. Zgodnie z § 5
symulowany jest akt pojedynczego zderzenia a-amylazy wg zalozen odpowiedniego modelu (model
hydrolizy skrobi przy udziale a-amylazy). Zatézmy, ze doszto do zderzenia aktywnego, czas reakcji dla
e=1, wynosi: t; = t; + t, =0+ 20 = 20 [ns].

(2) Podobnie jak w (1) rozpatrujemy zderzenia a-amylazy,. Przyjmijmy, ze i tym razem dochodzi do

“ Podane tu wartosci shiza jedynie zilustrowaniu przyktadu i nie sa zwiazane z konkretnym enzymem.
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zderzenia aktywnego: t, = t, + t = 0 + 20 = 20 [ns].

Rozpatrujemy trzecia czasteczke a-amylazy;. Tym razem zaldézmy, ze doszto do zderzenia nieaktywnego:
t3=tz3+t,=0+7=7[ns].

Tym razem rozpatrywang czasteczka enzymu jest -amylaza, jesli doszlo do zderzenia aktywnego to:
ty=t,; +ty =0+ 15=15[ns].

Ostatnia czasteczka enzymu, dla ktorej warto$¢ parametru t, jest rowna zero jest glukoamylaza.
Przyjmijmy, iz doszto do zderzenia nieaktywnego: ts = ts + t, = 0 + 5 = 5 [ns].

Zgodnie z § 4.1. rozpatrywane jest zderzenie enzymu, dla ktérego warto$¢ parametru t. jest najmniejsza.
Poniewaz aktualne warto$ci parametrow t, wynosza: t; = 20; t, =20; t3=7; t,=15 i ts =5, najnizsza
warto§¢ ma parametr t, dla piatego enzymu, takze ponownie rozpatrywany jest atak glukoamylazy.
Zalozmy, ze tym razem dochodzi do zderzenia aktywnego: ts = t5 + t,, =5 + 8 = 13 [ns].

Tym razem, najnizsza warto$§¢ parametru te ma a-amylazas. Jesli dojdzie do zderzenia aktywnego to:
ta=ta+ty=7+20=27[ns].

Rozpatrywany jest atak glukoamylazy, w przypadku zderzenia nieaktywnego: ts = ts + o = 13 +5 = 18
[ns].

W dziewiatej iteracji najnizsza warto$¢ parametr t, przyjmuje dla B-amylazy. Zatézmy, ze tym enzym
zaatakowal czasteczke maltozy i doszto do inhibicji kompetycyjnej: t; = t; + th = 15 + 30 = 45 [ns].
Kolejno, uwzgledniajac § 4.1. rozpatrujemy atak czasteczki glukoamylazy, w przypadku zderzenia
nieaktywnego: ts = ts + t,5 = 18 + 5 =23 [ns].

W dalszej cze$ci rozpatrywane sa zgodnie z § 4. Kolejne zderzenia enzyméw, az do

zakonczenia reakcji § 7. Rozpatrywany przyktad dla pierwszych dziesigciu cykli symulacji

przedstawiono w skroconej formie w ponizszej Tabeli.

Tabela 3 Przyktad symulacji uktadu zawierajacego pie¢ czasteczek enzymow. Litera E 0znaczono symbol
zderzenia jakie jest rozpatrywanie wzgledem danej czasteczki enzymu (ak - zderzenie aktywne; nak - zderzenie
nieaktywne, ik -inhibicja kompetycyjna). Symbolem t oznaczono czasy dla poszczegdlnych enzymow.

Iteracja | o-amylaza; (e=1) | a-amylaza, (e=2) | a-amylaza; (e=3) | B-amylaza, (e=4) | y-amylazas (e=5)
N =y ty = t =3 13 Sy 1 Es ts
0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0
1 ak 0-20 - 0 - 0 - 0 - 0
2 - 20 ak 0-20 - 0 - 0 - 0
3 - 20 - 20 nak 07 - 0 - 0
4 - 20 - 20 - 7 ak 0-15 - 0
5 - 20 - 20 - 7 - 15 nak 0-5
6 - 20 - 20 - 7 - 15 ak 5513
7 - 20 - 20 ak 727 - 15 - 13
8 - 20 - 20 - 28 - 15 nak 13-18
9 - 20 - 20 - 28 ik 1545 - 18
10 - 20 - 20 - 28 - 45 nak 18-23
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2.7 Modyfikacje modelu

Zaleta opracowanego modelu jest jego tatwa adaptacja oraz potencjalna mozliwosé
rozbudowy 1 uwzglednienia dodatkowych zjawisk, ktore nie byly rozpatrywane przy
pierwotnym opracowywaniu modelu. Po opracowaniu i weryfikacji modelu przedstawionego
w poprzedniej czesci pracy, podjeto probe dalszej jego rozbudowy pozwalajacej miedzy
innymi na modelowa symulacj¢ nastgpujacych zjawisk:

¢ inaktywacji enzymu,
ataku wielokrotnego,
transferazy,
reakcji niespecyficznych,
izomeryzacji, uwzglednienia warunkow sferycznych,
réznego powinowactwa enzymow do substratu,
reakcji niespecyficznych,
reakcji nieenzymatycznych przebiegajacych rownolegle z procesami enzymatycznymi,
warunku sferycznosci ataku enzymu na substrat,

energii aktywacji,

® & & O O o o o o o

gestos$e (lepkosé) mieszaniny reakcyjne;.

W dalszej czesci pracy przedstawiono modyfikacje modelu pozwalajace na uwzglednienie
powyzszych zjawisk towarzyszacych procesom enzymatycznej degradacji biopolimerow.
Moga by¢ one stosowane tacznie lub rozdzielnie w zalezno$ci od specyfiki opisywanego

uktadu.

2.7.1 Inaktywacja enzymu

Inaktywacja enzymu, zwana potocznie starzeniem enzymu, jest na ogot procesem
niepozadanym, powodujacym spadek szybkosci katalizowanej reakcji. Przyczyna inaktywacji
enzymu moze by¢ rozklad (degradacja) czasteczek enzyméw ', ich modyfikacja powodujaca

zmniejszenie liczby obrotéw lub inhibicja. Ponizej przedstawiono trzy modyfikacje

“ W celu zwigkszenia odpornosci enzyméw stosuje si¢ wiele technik, np. pozyskiwane sa nowe enzymy ze
szczepow termofilnych lub wprowadza si¢ modyfikacje zwigkszajace ich trwato§¢ (np. poprzez wprowadzenie
dodatkowych mostkow disiarczkowych).
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pozwalajace na uwzglednienie inaktywacji enzymu. O wyborze konkretnego modelu powinno
zadecydowa¢ wystgpowanie konkretnych zjawisk w badanym uktadzie oraz mozliwos¢

wyznaczenia dodatkowych zmiennych.

2.7.2 Zmniejszenie liczby obrotéw enzymu.

Spadek aktywnos$ci enzymu zwiazany jest ze zmniejszeniem liczby obrotow enzymu,
czyli wydhuzeniem cyklu katalitycznego. Moze by¢ to spowodowane zaréwno wydtuzeniem
czasu zderzen aktywnych i nieaktywnych, co mozna zapisaé: [tw]n < [ta]n+1 oOraz/lub
[thak]n < [thak]n+1. Istnieje dowolno$¢ przyjecia opisu zmiany wielko$¢ parametrow opisujacych
czas zderzenia aktywnego i nieaktywnego podczas reakcji, np. jako funkcje czasu reakcji:
tak = f(tr) .. thak = 9(tr) lub formie stablicowanej na podstawie pomiarow zmiany aktywnoS$ci
preparatu enzymatycznego.

Inaktywacja enzymu moze by¢ takze wyrazona poprzez prawdopodobienstwo.
W poprzedniej czgsci pracy zostal ~wprowadzony parametr okreslony jako
prawdopodobienstwo zajscia reakcji enzymatycznej. Mozna stwierdzi¢, ze w miarg ,,starzenia
si¢ enzymu” prawdopodobienstwo zaj$cia reakcji enzymatycznej odpowiednio maleje.
Co mozna zapisa¢ wg przyjetej notacji: [p]n < [pln+1

W niektorych opracowaniach podaje sig, ze statystycznie jedna czasteczka enzymu jest
wstanie przeprowadzi¢ okreslona liczbe reakcji (cykli katalitycznych). W przypadku, gdy
dysponujemy takimi danymi, mozemy je uwzgledni¢ wprowadzajac dodatkowy parametr,
okreslajacy ilos¢ przeprowadzonych zderzen aktywnych dla danej czasteczki enzymu.

Alternatywnie podawany jest sredni czas zycia enzymu.

2.7.3 Zderzenie ,,dead end”

W przypadku inhibicji nieodwracalnej inhibitor wigze si¢ w sposob nieodwracalny
z enzymem powodujac jego dezaktywacje. W modelu mozemy rozpatrywaé zderzenia

prowadzace do inhibicji nieodwracalnej wedtug nastgpujacych zasad:

1. Liczba Ig okresla liczbe podjednostek glukozy w uktadzie.
2. [loé¢ czasteczek inhibitora okresla dodatkowy parametr li.
3. Kazdorazowy okres$lana jest liczba losowa z przedzialu domknietego od 1 do Ig+li. Mozliwe sa dwa
typy zderzen:
3.1 w przypadku gdy wyznaczona liczba jest z przedziatu od 1 do Ig symulowana jest zderzenie

enzymu z czasteczka substratu lub produktu wedtug odpowiedniego modelu, wiasciwego dla
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danej reakcji enzymatycznej,

3.2. wyznaczenie liczby z przedziatu od Ig+li do Ig+li odpowiada zderzeniu prowadzacemu do
inhibicji nieodwracalnej (zderzenie ,,dead end”). Liczba czasteczek enzymow w uktadzie
maleje o jedno$¢.

4, Za koniec reakcji przyjmuje sig iteracje, dla ktorej w ukladzie nie wystgpuja czasteczki substratu lub

enzymu.

2.7.4 Zmiana stezen

W opracowanym modelu mozemy rozpatrywa¢ zmiang stgzen substratow, produktow
jak 1 enzymu. Modelowo odpowiada to zmiana ilosci odpowiednich czasteczek

W rozpatrywanej objetosci jednostkowej. Mozemy rozpatrywacé trzy przypadki:

2.7.4.1 Zmiana st¢zenia enzymu

Opis uktadu, w ktorym zmianie ulega st¢zenie enzymu odbywa si¢ analogicznie do
opisanego wczesniej uktadu wieloenzymatycznego. Istotne jest to, iz w okre§lonym przez
uzytkownika momencie mozemy dowolnie zwigkszy¢ lub zmniejszy¢ ilo§¢ danego enzymu
lub wprowadzi¢ do ukladu inny enzym. Mozemy to przesledzi¢ na przyktadzie: chcemy
dokona¢ konwersji skrobi do maltozy przy udziale a- i B-amylazy. Jezeli enzymy sa
termolabilne to ekonomicznie optacalne jest wstepne uplynnienie skrobi przy udziale
a-amylazy, a nast¢pnie scukrzenie pod wptywem B-amylazy. Proces ten mozemy przesledzi¢
w ukladzie modelowym przeprowadzajac symulacje w przedziale to + tx dla uktadu
zawierajacego wylacznie o-amylazg, a nastgpnie w chwili ty wprowadzi¢ dodatkowo
czasteczki B-amylazy. Aby zachowaé zgodnos$¢ z przyjetymi zatozeniami dla modelu reakcji
wieloenzymatycznej nalezy przyjac, ze wszystkie czasy te dla wprowadzonych B-amylaz beda
rowne ty. Nastgpnie w przedziale ty + tx rozpatrywany jest uktad zawierajacy mieszaning

enzymow o- 1 B-amylazy.

2.7.4.2 Zmiana ste¢zenia substratow, produktow i inhibitorow.

Do uktadu mozemy wprowadzi¢ podczas trwania procesu dodatkowa ilo$¢ czasteczek,
umozliwia to np. stwierdzenie w jakim stopniu zwigkszy si¢ szybko$¢ reakcji po dodatkowym
wprowadzeniu czasteczek substratow lub czy 1 w jakim stopniu zostanie spowolniona reakcja

w przypadku dodania do uktadu czasteczek produktéw lub inhibitora.
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Obrazowo jezeli chcemy do ukladu zawierajacego |g podjednostek glukozy
wprowadzi¢ czasteczke amylopektyny ztozona z 100000 podjednostek glukozy oraz dziesigc
czasteczek maltozy, to parametr |g zostaje zwigkszony o liczbg wprowadzanych podjednostek
glukozy (w przyktadzie Ig=Ig+ 100000+ 10-2), a tancuchy opisujace funkcje
charakterystyczna 1 struktur¢ potaczen zostaja rozbudowane o zapis wprowadzonych
czasteczek.

Nieco trudniejszym do zamodelowania jest proces usuwania czasteczek. Zatézmy, ze
w objetosci jednostkowe] rozpatrujemy ukiad ztozony z dwoch czasteczek glukozy,

izomaltotriony oraz oligosacharydu ztozonego z 7 podjednostek glukozy:

4
14
3

1 2 5 6 7 8 9 10 1 12
0= 0O&le 0« 0111111«
Glukoza Maltotrioza Glukoza Oligosacharyd ztozony z 7 podjednostek glukozy

wedtug przyjetej w pracy notacji mozemy zapisa¢ uktad jako:
{{0,0}:{0,0}.{1,4}.{1.,-3};{0,0};{0,0}{0,1}.{0,1}.{0,1},{0,1}{0,1}.{0,1}}.
Przyjmijmy, ze z uktadu usuwamy czasteczki glukozy. Poniewaz w przyjetej objetosci liczba
czasteczek wolnej glukozy wynosi dwa, to liczba podjednostek glukozy w ukladzie maleje
z lg=12 do warto$ci Ig=10. Zmianie (przesunig¢ciu) ulegaja takze numery przypisane

podjednostka w uktadzie:

1ﬁ 4 5 6 7 8 9 10
, 5 0<Elalalalslels,

1
0=l

co odpowiada zapisowi:

1{0,0}.{1,3}.{1,-2};{0,0},{0,1}{0,1}.{0,1}.{0,1},{0,1},{0,1}}.

Generalnie, procedur¢ usuwania czasteczki z ukltadu modelowego mozna zawrzeé

procedura:

1. Niech gl oznacza liczbe podjednostek glukozy w uktadzie, gx ilo$¢ podjednostek glukozy w usuwanej

z uktadu czasteczce, X numer pierwszej podjednostki glukozy w usuwanej czasteczce.

2. Parametry przypisane podjednostka glukozy od 1 do x-1 pozostaja bez zmian.
3. Parametry przypisane podjednostka glukozy od x+gr-1 do gl ulegaja przesunigciu:
3.1. warto$ci funkcji charakterystycznej zostaja przepisane do komoérek o wyznacznikach

mniejszych o warto$¢ X, w stosunku do wyznacznikow pierwotnych. Wartosci funkcji
charakterystycznej pozostaja bez zmian.

3.2. wartoéci funkcji opisujacej rozgalgzienia zostaja przepisane do komorek o wyznacznikach
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mniejszych o warto$¢ X, w stosunku do wyznacznikéw pierwotnych, jednoczesnie rozpatrywane
sa warunki:
3.2.1. gdy warto$¢ funkcji wynosita zero, nie ulega ona zmianie,
3.2.2. gdy wartos¢ funkcji byla liczba ujemna, dodaje si¢ do niej wielko$¢ X,
3.2.3. gdy warto$¢ funkcji byta liczba dodatnia, odejmuje si¢ od niej wielko$¢ X
4, Tlo$¢ podjednostek glukozy w uktadzie maleje o warto$¢ x: gl = gl-x.

5. W przypadku usuwania wigkszej ilosci czasteczek opisana procedura ulega powtdrzeniu.

2.7.5 Reakcje nieenzymatyczne

Zmieniajac stezenie czasteczek substratu i produktu, mozemy modelowaé w uktadzie
zachodzenie procesOw nieenzymatycznych przebiegajacy réwnolegle z modelowani
procesami enzymatycznymi. Procesem takim moze by¢ rozktad biopolimeru pod wplywem
$wiatta lub napromieniowania czasteczkami alfa. Przyktadowo, w modelu mozemy przyjac ze

co jedna sekundg zrywane jest co tysigczne wiazanie a-1—4-glikozydowe.

2.7.5.1. Reakcje kondensacji

Enzymatycznemu rozktadowi biopolimerow moga towarzyszy¢ reakcje kondensacji.
Przyczyna ich wystgpowania moze by¢ zanieczyszczenie preparatu enzymatycznego
Sladowymi ilo§ciami innych enzyméw lub moga by¢ one procesami samorzutnymi.
W przypadku opisywanej reakcji enzymatycznej degradacji skrobi, moze by¢ to reakcja
kondensacji dwoch czasteczek glukozy prowadzaca do utworzenia izomaltozy Iub
kondensacja glukozy i maltozy z utworzeniem maltotriozy.

Poniewaz czasteczki w przedstawionym modelu sa zapisywane w formie tancucha,
przy rozpatrywaniu reakcji kondensacji konieczne moze si¢ okazac przesunigcie pewnej ilosci
elementow tancucha w sposob zblizony do opisanego w poprzednim rozdziale.
Aby zilustrowac¢ to zagadnienie postuzmy si¢ prezentowanym uprzednio przyktadem.

Tak jak poprzednio rozpatrzmy uktad w ktérym zawarte sa dwie czasteczki glukozy,
Czasteczka maltotriozy oraz oligosacharyd zlozony z siedmiu podjednostek glukozy.
Przyjmijmy, Ze zachodzi do kondensacji czasteczek glukozy z utworzeniem maltozy.
W uktadzie modelowym proces ten zostal podzielony na dwa etapy:

+ etap przesunigcia - przyjeto ze czasteczka przylaczana poprzez wolne wigzanie o-1—4
zostaje przesunig¢ta w tancuchu, w taki sposéb aby znalazta si¢ ona bezposrednio za

czasteczka do ktorej zostaje przytaczona. Odpowiedniemu przesunigciu w tancuchu moga
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ulec pozostale czasteczki.
+ etap kondensacji - odpowiada potaczeniu czasteczek.
Opisany proces wyjasnia ponizszy przyktad (dla zwigkszenia czytelnos¢ etap pierwszy
rozdzielono na dwa podetapy):

4
14
3

2

1 5 6 7 8 9 10 11 12
0= 0&le e telalalalalals
{0,0} {0,0}{1,4}{1,-3} {0,0} {0,0},{0,1},{0,1},{0,1},{0,1},{0,1},{0,1}
Glukoza; Maltotrioza Glukoza, Oligosacharyd ztozony z 7 podjednostek glukozy

4 (przesunigcie drugiej glukozy za glukoze pierwsza)

4
1l
2 3 10 11

1 5 6 7 8 9 12
0= 0 0<&le pelalalalalale

{0,0} {003 {0,0}{1.4}{1-3} {0,0}{0,1}{0.1}{0,1}{0,1}{0,1}{0,1}
Glukoza;  Glukoza, Maltotrioza Oligosacharyd ztozony z 7 podjednostek glukozy

J  (zmiana warto$ci funkcji polaczen w tancuchu)

5
1U
4 10 11

1 2 3 6 7 8 9 12
0= 0 0Osles tclalalalalale
{0,0} {0,0} {0,0}{15}{1.-4} {0,0}.{0,1}{0,1}{0,1},{0,1}{0,1}{0,1}
Glukoza;  Glukoza, Maltotrioza Oligosacharyd ztozony z 7 podjednostek glukozy

{  (potaczenie dwoch glukoz z utworzeniem izomaltozy)

2 5

1l 1l

1 3 4 6 7 8 9 10 11 12

0= 0l pelaelaelalalale
{0,23,{0,-1} {0,03.{1,5}{1,-4} {0,0},{0,1},{0,1},{0,1},{0,1},{0,1}.{0,1}

Izomaltoza Maltotrioza Oligosacharyd ztozony z 7 podjednostek glukozy
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2.7.6 Transferazy

Wiazania a-1,6 moga by¢ takze usuwane poprzez przeniesienie tancucha podrzednego
na koniec nieredukujacy tancucha nadrzednego [5]. Ponizej przedstawiono schemat dziatania
amylo-1—6-glikozydazy” wraz z zapisem reakcji w formie przyjetego w pracy lancucha liczb:

B 14 15 16 17 18

1llelelelaels

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0claelalalalalalalaelaelasle
{{0.03{1,03.{1,03.{1,0}.{1,03.{1,0}.{1,13},{1,0},{1,0}.,{1,0}.{1,0}.{1,0}.{1,-7}.{1,0}.{1,0}.{1,0}.{1,0}.{1,0}}

4 (amylo-1-6-glikozydaza)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
011l 1llE11El 111l <1<l <11«
£40,03,£1,03 {1,03,{1,03.{1,03 {1,0},{1,03,{1,0}.{1,03 {1,0},{,03 {1,03,{1,03 {1,0},{1,0} {1,0},{1,0}.{1,03}

2.7.7 Atak wielokrotny

Dotychczas w pracy przedstawiono model zakladajacy iz po kazdym akcie ataku
enzymu na czasteczke substratu lub produktu dochodzi do jego oddysocjowania i ponownego
ataku na inna czasteczke. Istnieje takze inna mozliwos$¢, ktora zaktada ze enzym $lizga si¢
(ang. sliding) po czasteczce [29]. Sytuacja ta moze zachodzi¢ w przypadku B- lub
glukoamylazy, ktore §lizgaja si¢ od konca nieredukujacego w kierunku konca redukujacego
odcinaja odpowiednio czasteczki maltozy lub glukozy.

Aby  opisa¢  atak  wielokrotny  wprowadzono  dodatkowy = parametr:
prawdopodobienstwo ataku wielokrotnego: pw, ktory opisuje zachowanie si¢ enzymu,
tj. czy enzym oddysocjowuje od substratu, czy dokona kolejnego cigcia. Teoretycznie czas
jednego cyklu przy pojedynczym cigciu w przypadku ataku wielokrotnego, powinien by¢
krétszy niz w przypadku ataku pojedynczego, gdyz nie wystgpuje zjawisko oddyfuzjowania
enzymu od substratu i ponownej asocjacji enzym-substrat. Dlatego, do opisu mozna
wprowadzi¢ takze dodatkowy parametr czasu, ktory opisujace czas pojedynczego cyklu przy

ataku wielokrotnym: ty.x. Ponizej przedstawiono zatozenia ataku wielokrotnego w przypadku

B-amylazy.

* Enzymem ktory katalizuje reakcje odwrotna przy procesach anabolicznych jest glikozylotransferaza rozgatezien
a-glukanu (amylo-1,4—1,6-glukozylotransferaza).
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Czasteczkami substratow sa czasteczki amylopektyny.
Dla amylopektyny ze skrobi ziemniaczanej przyjmuje sig 19a, ~ 15000 + 100000.
Liczba rozpatrywanych czasteczek substratu w modelu jest nieograniczona.
Przyjmuje si¢ ze czas reakcji w chwili rozpoczgcia symulacji wynosi zero: tg = 0.
Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltozy, maltotriozy i dekstryn granicznych.
Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okreslenie miejsca ataku enzymu na czasteczki
zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedziatu 1+1g.a;, ktora w jednoznaczny
sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz wiazanie przy
weglu C; w danej podjednostce. Jesli doszto do zderzenia aktywnego (patrz § 4.1. oraz § 4.2.)
to rozpatrywane jest prawdopodobienstwo zaj$cia ataku wielokrotnego:
4.1. Prawdopodobienstwo ataku wielokrotnego okreslone jest liczba rzeczywista z przedziatu
domknietego od zera do jeden: p, € [0,1].
4.2. Okreslany jest parametr pomocniczy p, bg¢dacy kazdorazowo wyznaczana losowo liczba
rzeczywista z przedzialu domknigtego od zera do jeden:
4.2.1. jezeli py = p to warto$¢ p jest wyznaczana w sposob losowy ponownie do momentu do
poki nie zajdzie warunek: piq # P,
42.2. jezeli py < p to w przypadku gdy enzym jest wstanie dokona¢ kolejnego cigcia,
zderzenie traktowane jest jako atak wielokrotny (patrz § 8.),
4.23. jezeli py > p to w sposob losowy okreslana jest liczba z przedziatu 1+19..4,,
okreslajaca kolejna podjednostke glukozy atakowana przez f-amylazg.
Rozpatrywane sa nastgpujace typy zderzen:
5.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke amylopektyny, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,
5.2. aktywne z atakiem wielokrotnym - zachodzi w momencie, gdy w poprzedniej iteracji doszto
do zderzenia aktywnego PB-amylazy z substratem i enzym atakuje ponownie dany tancuch
w kolejnym miejscu podatnym na jego dziatanie,
5.3. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke amylopektyny w miejscu niepodatnym
na dzialanie -amylazy lub enzym atakuje czasteczke produktu.
Miejscem podatnym na dziatanie B-amylazy sq wigzania o-1—4 migdzy druga i trzecia podjednostka
glukozy w tancuchu A, B lub C czasteczki amylopektyny, liczac od konca nieredukujacego.
Hydrolizowane wiazanie musi by¢ oddalone co najmniej o trzy podjednostki, liczac od punktu
rozgatezienia.
Ilos¢ wiazan o-1—4 w czasteczce amylopektyny potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku

dziatania -amylazy wynosi:

gdzie y jest iloscia tancuchow w czasteczce amylopektyny, a X iloscia podjednostek glukozy w danym

fancuchu liczac od konca nieredukujacego do pierwszego miejsca rozgatezienia.
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W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka maltozy:
8.1. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny maleje o dwie:
[19ap]n = [1ap - 2]+,
8.2. ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny maleje o dwa:
[Wapln = [Wap - 2] 1,
8.3. czas reakcji zwigkszany jest o czas zderzenia aktywnego: tg = g + ty,
8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.
W wyniku zderzenia aktywnego z atakiem wielokrotnym, od konca nieredukujacego odcinana jest
czasteczka maltozy:
9.1. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny maleje o dwie:
[19ap]n = [1ap - 2]+,
9.2. ilo$¢ wigzan a-1—4 w czasteczce amylopektyny maleje o dwa:
[Wap]n = [Wap - 2]n+1,
9.3. czas reakcji zwigkszany jest o czas zderzenia aktywnego z atakiem wielokrotnym: tg = tg + tyax,
9.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.
W wyniku zderzenia nieaktywnego:
10.1.  liczba czasteczek w uktadzie pozostaje bez zmian,
10.2.  liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny pozostaje bez zmian: [19ap]n = [19apln+ts
10.3.  ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny pozostaje bez zmian:
[Wapln = [Wap]n1,
10.4.  czas reakcji zwigkszany jest o czas zderzenia nieaktywnego: tg = tg + tha,
10.5.  krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.
Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracjg, dla ktorej ilo§¢ wiazan o-1-4,
w czasteczkach amylopektyny, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania -amylazy
wynosi zero: why, = 0.
Miara postgpu reakcji jest ilos¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy

amylopektyny przez B-amylaze.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy amylopektyny przy

udziale B-amylazy. Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnosniki

do powyzszego tekstu.

Analogicznie moze by¢ rozpatrywany atak wielokrotny glukoamylazy, z tym,

ze zamiast maltozy uwalniane sa czasteczki glukozy.
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Hydroliza amylopektyny przy udziale B-amylazy z uwzglednieniem ataku
wielokrotnego - schemat blokowy.

START
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A\ 4
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2.7.8 Powinowactwo enzymu do substratu

W dotychczasowych rozwazaniach przyjeto, ze prawdopodobienstwo zderzenia
(ataku) enzymu ze wszystkimi podjednostkami glukozy w objgtosci modelowej jest takie
samo lub w przypadku ataku wielokrotnego, wprowadzono zmienna okreslajaca
prawdopodobienstwo zajscia tego zjawiska. Mozna jednak wyobrazi¢ sobie inny rozktad
prawdopodobienstwa, przyktadowo mozemy przypuszczac ze elementy skrajne amylopektyny
(podjednostki glukozy lezace blisko koncow tancuchow) beda czesciej atakowane,
niz fragmenty lezace wewnatrz struktury czasteczki.

W opracowanym modelu dla kazdej iteracji okreslane jest w sposob losowy miejsce
ataku enzymu. Jezeli dysponujemy odpowiednimi danymi, mozemy zmodyfikowa¢ model
okreslajac prawdopodobienstwo ataku enzymu na okre$lona podjednostke glukozy
np. poprzez podanie funkcji lub tablicy okreslajacej odleglos¢ podjednostki od konca
fancucha i miejsc rozgalgzienia.

Rozpatrzmy nastepujaca czasteczke¢ amylopektyny ztozona z dziesigciu podjednostek
glukozy:

7 8 9 10
Wilelele
1 2 3 4 5 6
0<claelalalasle

{{0.,03.{1,03.{1,73.{1,0}.{1,0}.{1,0}.{1,-3}.{1,0}.{1,0}.{1,0}}
standardowo w modelu zatozono jednakowe prawdopodobienstwo ataku enzymu na kazda

podjednostke glukozy , ktore w tym przypadku wynosi: 1/10:
P,=0,10;P,=0,10;P;=0,10;P,=0,10; Ps=0,10;P¢=0,10; P;=0,10; Pg=0,10; P4 =0,10 ; P4, = 0,10,
dodatkowo w przypadku nie rozpatrywania zderzen enzymu z innymi czasteczkami
(np. z innymi enzymami Ww objgtosci reakcyjnej) zatozono, ze suma wszystkich

prawdopodobienstw ataku enzymu na podjednostki glukozy ma wartos¢ jeden:

Zatozmy jednak, ze najbardziej prawdopodobny jest atak enzymu na dwie skrajnie potozone
podjednostki glukozy w kazdym tancuch, a prawdopodobienstwo ataku na punkt

rozgalgzienia jest najnizsze. W tym przypadku tablica rozkladu prawdopodobienstwa ataku

“ W pracy przyjeto, ze prawdopodobienstwo bedzie wyrazane liczba rzeczywista z przedziatu domknigtego od
zera do jednoéci: p € [0,1]. W notacji z uzyciem procentéw, p = 0,00 odpowiada 0%, natomiast p = 1,00
odpowiada 100%.
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enzymu na podjednostki glukozy w omawianej w przyktadzie czasteczki moze wyglada¢
nastepujaco:
P,=0,15;P,=0,10;P3=0,04;P,=0,07; Ps=0,10 ; Ps = 0,15 ; P, = 0,07 ; Pg = 0,07 ; P4 = 0,10 ; P = 0,15 .

Podobnie, poprzez zréznicowanie prawdopodobienstwa ataku enzymu na podjednostki
glukozy w czasteczce, mozemy uwzgledni¢ rozne powinowactwo centrum wigzacego enzymu
do fragmentu substratu [12]. Warto tu zaznaczy¢, ze powinowactwo to odgrywa kluczowa
role przy ,,przylaczeniu” si¢ enzymu do fragmentu biopolimeru oraz ze moze ono ulec
zmianie, np. przy dodaniu miejsc rozgalgzienia w okolice danego fragmentu.
Rys.2.5. przedstawia przyktadowe energie wiazania réznych enzymoéw amylolitycznych

z podjednostkami glukozy w substracie.

2.7.9 Warunek sferyczny, energia aktywacji

W pierwotnie opracowanym modelu zatozono, ze kazdy atak enzymu ma substrat
w miejscu podatnym na dzialanie danego enzymu prowadzi do hydrolizy substratu
w okreslonym miejscu (akt ten zostal okreSlony w pracy jako zderzenie aktywne).
W rzeczywisto$ci nie kazdy atak enzymu, na okreslone wiazanie w substracie podatne
na dzialanie enzymu musi zakonczy¢ si¢ hydroliza danego wiazania. Aby zaszedl proces
»clgcia” enzym musi by¢ spelniony warunek sferyczny, tzn. enzym musi ,,zaatakowac
czasteczk¢ z odpowiedniej strony”, a uklad enzym - substrat musi posiada¢ odpowiednia
energig, rowna lub wyzsza od energii aktywacji [19].

Aby uwzgledni¢ wystepowanie tych zjawisk, nalezy wprowadzi¢ dodatkowa zmienna
okreslajaca prawdopodobienstwo, ze atak enzymu na miejsce podatne na jego dziatanie
w czasteczce substratu zakonczy si¢ hydroliza okre§lonego wiazania. W zaleznosci od
wyznaczonej zmiennej okreslajace powyzsze prawdopodobienstwo, wybierany jest jeden
scenariusz wg ktorego zachodzi zderzenie:

e zderzenie jest traktowane jako aktywne, z zachowaniem wszystkich warunkéw
okreslonych w danym modelu,
e zderzenie jest traktowane jako nieaktywne, mimo iz enzym zaatakowal czasteczke

W miejscu potencjalnie podatnym na jego dziatanie.
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Energia powinowactwa zostala wyznaczona w oparciu 0 metody
kinetyczne [71] - kolor niebieski oraz w oparciu o analize produktu
[72] - kolor bordowy.

Rys. 2.5. Zestawienie energii powinowactwa centrum aktywnego dla roznych enzyméw amylolitycznych [12].
Na osi odcigtych zaznaczono numery podjednostek glukozy, z ktorymi wiaze si¢ centrum katalityczne danego
enzymu, na osi rzednych przedstawiono energi¢ powinowactwa A;[kcal/mol]. Strzatkami zaznaczono

hydrolizowane wigzanie w substracie.
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2.7.10 Reakcje niespecyficzne

W przypadku reakcji enzymatycznych dopuszcza sig, ze niektére enzymu sa w stanie
dokona¢ hydrolizy wiazan, takze w miejscach powinny by¢ oporne na ich dzialanie.
Przyktadowo raportuje si¢, ze w przypadku hydrolizy skrobi przy udziale -amylazy, na 6000
czasteczek powstajacej maltozy, uwalniana jest jedna czasteczka glukozy. W praktyce jednak
trudno okresli¢, czy jest to wynik dziatania samego enzymu, jego zanieczyszczenia sladowymi
ilo§ciami innego enzymu, czy jest to wynik przemiany nieenzymatycznej. Niemniej
w ukladzie modelowym, mozemy dopusci¢, ze dany enzym jest w stanie dokonac ,.ciec
niespecyficznych”. Na przyklad mozemy przyjaé, ze 99,995% rozpatrywanych zderzen
nieaktywnych opisywanych jest zgodnie ze przyjetymi wczesniej zalozeniami, a pozostate
0,005%, pomimo iz enzym atakuje czasteczk¢ w miejscu okreslonym za oporne na jego

dziatanie, to jednak dochodzi do aktu hydrolizy biopolimeru w danym miejscu.

2.7.11 Inhibicja substratowa, gesto$¢ mieszaniny.

Zgodnie z intuicja zwigkszanie st¢zenia substratu w ukladzie powinno spowodowac
zwigkszenie szybkos$ci reakcji lub w przypadku pelnego wysycenia enzymu substratem nie
powodowaé¢ zmiany predkosci reakcji. Jednakze w przypadku niektorych reakcji,
paradoksalnie obserwuje si¢ spadek szybkosci reakcji przy zwigkszeniu stezenia substratu.
Zjawisko to nosi nazwe inhibicji substratowej.

Podobne zjawisko zaobserwowano przy badaniu Kinetyki reakcji enzymatycznej
degradacji skrobi przy udziale o-amylazy [74]. Przy jednakowym st¢zeniu enzymu, przy
zwigkszaniu stgzenia substratu od 0,01 do 5% wagowych obserwowano liniowy wzrost
predkosci reakcji. Jednakze przy stgzeniu 10% wagowych skrobi obserwowana liniowos¢
ulegata zatamaniu, co mozna przypisa¢ ujawnieniu sig¢ przy tym stgzeniu oporéw dyfuzyjnych.

Bazujac na teorii zderzen mozemy przypuszczaé, ze w roztworze o wigkszej lepkosci,
ruchy czasteczek ulegna spowolnieniu, a tym samym wydluzeniu ulegaja czasy zderzen
aktywnych 1 nieaktywnych. Odpowiada to przy zmianie lepkosci uktadu, wyznaczeniu
nowych wielko$ci parametrow tyx 1 tha. W przypadku gdy dysponujemy odpowiednimi
danymi, mozliwe jest takze wyznaczenie odpowiednich funkcji opisujacych czas zderzen:
¢ w przypadku wystapienia inhibicji substaratowej, czasy zderzen sa funkcjami stgzen

substratow: ta = f(Cs) .. thak = 9(Cs),
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0 w przypadku gdy predkos¢ reakcji zalezy od ggstosci mieszaniny reakcyjnej, mozna
przyjac, ze czasy zderzen sa funkcjami stezen substratow i produktow: ta = f’(cs,Cp) .-

fhak = g’(CS,CP)-
2.8 Podsumowanie

Ze wzgledu na ztozony charakter reakcji zaproponowano nowatorski sposéb opisu
Kinetyki reakcji przyjmujac, ze substratem jest wigzanie podatne na dzialanie enzymu,
a nie sama czasteczka substratu. Jest to o tyle wazne, iz przy klasycznym opisie reakcji
hydrolizy skrobi np. przy udziale o-amylazy, paradoksalnic st¢zenie masowe substratu
(rozumianego jako ilo$¢ czasteczek w ukladzie mogacych potencjalnie ulec hydrolizie
w wyniku oddzialtywania z czasteczkami enzyméw), w pierwszym etapie reakcji jest stale,
a stezenie molowe rosnie!

Zalozenia opisanego modelu opisujacego inhibicj¢ kompetycyjna zostaty
przedstawione w artykule ,,Iteration Model of Starch Hydrolysis by Amylolytic Enzymes”
[25]. Pozostate zatozenia i modyfikacje modelu byly takze prezentowane w pracach [77, 78]
oraz na konferencjach ogélnopolskich i migdzynarodowych [75, 76, 79, 90]".
Jak szczegotowo pokazano, model iteracyjny zostat tak skonstruowany, aby byla mozliwa
jego adaptacja do okreslonego przebiegu reakcji oraz aby umozliwial on uwzglednienie
dodatkowych zjawisk 1 czynnikéw fizycznych wptywajacych na przebieg procesu.
Przyktadowo przedstawiona w pracy koncepcja zostata podchwycona przez Tamarg Basseling
1 wspolpracownikow, ktorzy do modelu iteracyjnego wprowadzili m. in. czas dezaktywacji

enzymu [26].

" W oparciu o baze danych zawierajaca wyniki eksperymentalne oraz szereg modeli opisujacych kinetyke
procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi stworzono takze algorytm fuzzy logic [75]. W uproszczeniu sktada si¢
on z szeregu powiazanych ze soba warunkow ,jezeli ... to ... w przeciwnym razie ...”, okre$lajacych przydatnosc¢
oraz stopien dokladno$ci (poziom ufnosci) poszczegélnych modeli do opisu procesu degradacji skrobi
w zaleznoéci od dostgpnosci i zakresu poszezegdlnych parametréw Kinetycznych [76].

" W cytowanych pracach podjeto takze tematyke immobilizacji amylaz na no$nikach akrylowych oraz
polianilinie [80], co stanowi swoiste polaczenie tematu omawianego w pierwszym rozdziale z opisywanym
zagadnieniem. Warto podkresli¢, ze immobilizacja enzyméw podwyzsza ich stabilno$¢ oraz znaczaco podnosi
efektywno$¢ procesow technologicznych [66, 81, 82].
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2.9 Modelowanie reakcji bioakumulacji jonow Cr(II) 2z wykorzystaniem

niebieskozielonych alg Spirulina sp.

Uzdatnianie S$ciekOw oraz usuwanie zanieczyszczen zawierajacych szkodliwe
dla srodowiska metale cigzkie, jest jednym z pierwszoplanowych zagadnien zwiazanych
z ochrong $rodowiska we wspotczesnym zindustrializowanym $wiecie [84]. Pod wzgledem
ilosci uwalnianych do $rodowiska ilosci metali cigzkich, gldwne zrodta zanieczyszczenia
metalami cigzkimi pochodza przede wszystkim z przemyshu chemicznego, energetycznego,
motoryzacyjnego, papierniczego, rafinerii ropy naftowej, zakladéw hutniczych i kopaln oraz
galwanizerni, firm farbiarskich i garbarstwa. Wymogi ochrony $rodowiska oraz wzgledy
ekonomiczne spowodowaly, iz poszukuje si¢ nowych, wydajny oraz przyjaznych dla
srodowiska metod usuwania wspomnianych zanieczyszczen [85]. Jedna z bardziej
obiecujacych i intensywnie badanych metod jest zastosowanie mikroorganizmow, zwlaszcza
alg’, jako biosorbentow metali ciezkich [86, 87, 88, 89]. Koncepcija ta zastuguje na szczeg6lna
uwage, ze wzgledu na biologiczne pochodzenie sorbenta, odnawialnosé¢ jego zasobow, duza
pojemnos$¢ biosorpcyjna wzgledem metali cigzkich oraz na znacznie mniejsze koszty jego
pozyskiwania w stosunku do membran filtracyjnych, badz jonitow [90]. Mikroorganizmy
wykorzystywane sa takze do lugowania metali z pozabilansowych rud, Sciekéw, osadow,
koncentratow 1 odpadéw poprodukcyjnych w biohydrometalurgii. Warto podkreslié,
iz w przeciwienstwie do metod konwencjonalnych, biosorpcji nie dotycza ograniczenia
ekonomiczne, wynikajace z niskiego stezenia metali cigzkich w roztworze. Ponadto usuwanie
metali ze $ciekow z udziatem mikroorganizméw jest procesem Stosunkowo szybkim
i efektywnym [91]. Badania kinetyki reakcji pokazaty, iz biosorpcja 85-90% catej ilosci
usunig¢tego metalu nastgpuje w czasie 10-15 minut, z czego znaczna ilo§¢ wiazana byla
w czasie kilku sekund [92].

Jako uktad modelowy przedstawiono model wykorzystania cyjanobakterii Spirulina
sp. do oczyszczania sciekow z jondw chromianowych (III). Wybor alg Spirulina sp., jako
biosorbenta, podyktowany byl ich wysoka zdolnoscia adaptacyjna do zmieniajacych sig
warunkow abiotycznych oraz ponadprzecigtna odpornoscia na zanieczyszczenia srodowiska,

w tym na obecno$¢ jonow chromianowych [93]. Algi Spirulina sp. to tani, szybko

“ Algi, glony (tac. Algae, gr. Phykos) sa grupa organizméw fotoautotroficznych, nalezacych do kilku odrebnych
krolestw (roslin, protistow i bakterii). Omawiane w rozdziale algi Spirulina sp. sa cyjanobakteriami (sinicami)
nalezacymi do rzedu Oscillatoriales.
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zwigkszajacy biomasg surowiec i odnawialny biosorbent. Biousuwanie metali cigzkich
odbywa gtownie dzigki rozwinigtej powierzchni wiasciwej oraz mozliwosci wprowadzania
jonéw do wnetrza komorki, co dodatkowo podnosi pojemno$é biosorpcyjna [93, 94].
Co istotne dla proceséw biotechnologicznych, w przypadku alg nie wystepuje koniecznosé
utrzymania podwyzszonych warunkéw sterylnych oraz zaspokojenia specjalnych wymagan
pokarmowych. Dodatkowym atutem wykorzystania alg w procesach oczyszczania Sciekow
jest mozliwo$¢ degradacji zanieczyszczen organicznych oraz usuwania zwiazkéw azotu
i fosforu [95, 96]. Jak pokazano, zuzyty biosorbent moze by¢ utylizowany w procesie spalania
z wytworzeniem dodatkowej energii, a metale moga by¢ odzyskane z popiotow [97].
Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 28 stycznia 2009 roku w sprawie
warunkow, jakie nalezy spetni¢ przy wprowadzaniu $ciekow do wod lub ziemi, oraz
w sprawie substancji szczegélnie szkodliwych dla §rodowiska wodnego okresla dopuszczalne
stezenie chromu na poziomie 0,5-1,0 mg/dm? [85]. Nalezy podkresli¢, iz zawartosé w diecie
chromu(l11) na poziomie 50-200 pg/dzien jest korzystna dla osoby dorostej [98, 99]7, jednak
juz 10-krotne przekroczenie tej wartosci moze indukowac procesy rakotworcze w organizmie.
Chrom 11l wchodzi w sktad czynnika tolerancji glukozy GTF (GLUCOSE TOLERANCE FACTOR)
wplywajac na wiele procesow organicznych. Poprzez oddzialywanie z miejscem aktywnym
czasteczki insuliny moze on regulowa¢ metabolizm thuszczow, biatek i glukozy, [100, 101].
Sam opis kinetyki biosorpcji Cr(Ill) jest niezwykle istotny, poniewaz pozwala
oszacowaé czas 1 ilo§¢ biosorbera potrzebnego do redukcji stgzenia metalu do poziomu
uznanego za bezpieczny dla czlowiceka i srodowiska. Prezentowane zagadnienie uznano za
szczegolnie interesujace, gdyz proces biosorpcji chromu(lll) jest istotnym zagadnieniem nie
tylko zwiazanym 2z oczyszczaniem S$ciekow. Paradoksalnie biomasg alg zawierajaca
standaryzowana ilo$¢ chromu(l1l) mozna wykorzystaé tez, jako substrat przy produkcji lekow
i suplementow diety*. Nowatorskim rozwiazaniem jest wykorzystanie biosorpcji do
wytwarzania biologicznych dodatkow paszowych z uzyciem alg Spirulina sp. w celu

zwigkszenia przyswajalnosci takich mikroelementow jak chrom(III) [103-107].

“ Rownolegle z bioakumulacja metali cigzkich moze dochodzi¢ do procesu stracanie wodorotlenkow. Sprzyja
temu silna alkalizacja mikrosrodowiska w bezposrednim sasiedztwie Spiruliny sp., beda konsekwencja
prowadzonych procesow metabolicznych [97].

" Dzieki matej szybkosci wiazania z ligandami, Cr(IIl) okreslany jest jako znacznie mniej toksyczny np.
od Cr'VO,* [102].

* Przykladowo preparat ,,Chrom + B3 NATURKAPS” produkowany przez wroctawski HASCO-LEK opisywany
jest jako $rodek wspomagajacy odchudzanie i ograniczajacy apatyt (dzienna dawka zawiera 40 pg Cr(IlI)
w postaci chlorku chromu).
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2.10 Materialy i metody

W badaniach wykorzystano niebieskozielone algi Spirulina sp., zakupione w firmie
Sigma (USA) i hodowane w fotoreaktorze [108] o objetosci 1 dm® w temperaturze 35°C na
pozywce zawierajacej (g L'l): NaNO3, 2,50; KoHPO,, 0,50; NaHCO3, 10,00; NacCl, 1,00;
MgSQ,-7 H,0, 0,2; CaCl,-2 H,0, 0,02; FeSO4-7 H,0, 0,01 [109] wzbogacona glukoza 1,00
oraz jonami Cr(lll) (3,1-25,6 mg kg™) przy oswietleniu (32,7 W m®) wlaczanym periodycznie
na 12 godzin i wylaczanym na 12 godzin. Stezenie komoérek mierzono na spektrofotometrze
Shimadzy UV-160A UV-visible przy dtugosci fail 560 nm’. Intensywno$¢ $wiatta okre§lono
przy pomocy luksometru PU 550 Metro Blansko. Stezenie jonow Cr(lll) zmierzono na
spektrometrze plazmowym Philips Scientific PU 7000. Szczegétowy opis pomiaréw
analitycznych, pozwalajacy na okreslenie ilosci jonéw chromianowych(l11) zaabsorbowanych
w procesie pasywnym i aktywnym bioakumulacji przedstawiono w [94, 110].

Parametry pierwszego z prezentowanych modeli zostaly wyznaczone w programie
Mathematica firmy Wolfram Research, Inc. Sztuczna sie¢ neuronowa zostala utworzona

w programie MATLAB ver. 7.2 firmy MathWorks, Inc. [111].

2.11 Mechanim bioakumulacji

Pierwszy etap bioakumulacji zwiazany jest z procesem wigzania jonéw metalu do
powierzchni komorki. Mechanizm ten jest identyczny z biosorpcja. W niniejszej pracy
nazwano go pasywnym etapem bioakumulacji, poniewaz w procesie tym nie jest wymagana
aktywnos$¢ biologiczna komorek'. Nastepnie jony metalu transportowane sa do wngtrza
komorki. Etap ten wymaga naktadu energii i zostal okreslony jako aktywny etap
bioakumulacji, ze wzgledu na wymagana aktywno$¢ biologiczna komorki. Poniewaz etap
aktywny zwiazany jest z kilkoma procesami jak aktywny transport przez ptong komoérkowa,
wzrostem komorki oraz synteza bialek wiazacych jony metalu, jest on znacznie wolniejszy od

biosorpcji - pierwszego etapu bioakumulaciji.

“ Wybrana dlugo$é fali zapewnita niezalezno$¢ wynikéw pomiaru od stezenia pigmentu w algach Spirulina sp.

" De facto opis biosorpcji na komorkach zywych jest identyczny z opisem procesu na komorkach martwych.
Z tego wzgledu jako biosorbenty wykorzystuje si¢ takze martwe komorki, badz np. skorupki jaj [112], lub kosci
[113]. Na ogét jednak martwe komorki maja mniejsza pojemno$¢ biosorpcyjna oraz wiaza metal w sposob
odwracalny [92].
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W celu potwierdzenia hipotezy zwiazanej z dwuetapowym przebiegiem procesu
bioakumulacji, zastosowano metodyke pomiardw, pozwalajaca na rozréznieniu ilo$ci jonow
metalu zaabsorbowanego na powierzchni komoérki od iloéci jonéow chromianowych
wprowadzonych do komorek Spirulina sp. Przyjeto, ze jony chromianowe(Ill) zwiazane sa
pasywnym procesie biosorpcji w sposob odwracalny i moga by¢ uwolnione po przemyciu
roztworem HNOs; o stezeniu 0,1 mol/dm®. Natomiast jony metalu zwiazane w sposéb
,hieodwracalny”, ktore w procesie aktywnym zostaty wprowadzone do wnetrza komorek, nie
podlegaja elucji kwasem azotowym. Zgodnie z wynikami pomiaréw, proces biosorpcii,
ktérym nastgpuje odwracalne przylaczenie jonéw chromianowych do powierzchni komorki,
jest stosunkowo szybki i1 osiaga on poziom réwnowagi w ciagu kilku minut [94]. W dalszym
etapie przez kolejne 7 godzin obserwowany jest tylko nieznaczny wzrost stgzenia jonow
chromianowych zaabsorbowanych w sposob odwracalny. Po tym okresie nastgpuje spadek
stezenia jondw chromianowych zwiazanych z powierzchnia komorki (rys. 2.6), co zwiazane
jest z procesami metabolicznymi i wprowadzaniem jonoéw metalu do wngtrza komoérki na
drodze aktywnej bioakumulacji. Stezenie jondéw chromianowych zwiazanych w sposob
obracalny spada do poziomu 2 mg/kg po 55 godzinach. Jednocze$nie stezenie metalu
wprowadzanego do komorek rosnie przez pierwsze 55 godzin trwanie procesu. Po tym okresie

monitorowane st¢zenia jondw Cr(IlI) osiagaja poziom staly zgodnie z rysunkiem 2.6.

25
201
‘-a:' 5 [ Ll \H **ﬁ/*
(] - x
g ;\{ e
o O § .
1 A o
: Fis . s -
L 11 S e
| 2;/__ \H‘m ** *
S e Tl A
0 5/ B e L . el & ]
o 10 20 a0 40 50 ] 70
t (h)

Rys. 2.6. Profil stezenia jonéw chromianowych(III) podczas bioakumulacji.
*. - Cye (stezenie jonéw chromianowych w roztworze), # - Cpas (jony chromianowe zwigzane w pasywnym
procesie biosorpcji), M - C, (jony chromianowe zwiazane w aktywnym procesie bioakumulacji),
Q- CpastCact (catkowite stezenie jondw metalu zwiazanego z biomasa), g Cwme+CpastCact (catkowite stezenie
jondéw chromianowych w roztworze oraz jonéw zwiazanych z biomasa).
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Jak wspomniano wigzanie joné6w metalu do powierzchni komorki jest procesem
stosunkowo szybkim, natomiast wprowadzanie jonéw chromianowych do wnetrza komorki
odbywa si¢ znacznie wolniej i nast¢puje dopiero po okoto 7 godzinach trwania procesu, wraz
ze wzrostem mikroorganizmow. Nalezy tez podkresli¢, iz wigkszo$¢ jondéw chromianowych
absorbowana jest z roztworu przez algi Spirulina sp. podczas pierwszych kilku minut trwania

procesu (rysunek 2.7).

g (mg Me g d. mﬂ])

oS gpas
“m, gact

t (h)

Rys. 2.7 Zmiana stgzenia jonéw chromianowych w pasywnym (Qpss) | aktywnym (o) etapie bioakumulacji.

Przeprowadzone eksperymenty potwierdzily przedstawiony mechanizm bioakumulacji

przebiegajacy w etapach:

1. etap pasywy (biosorpcja) — etap 0 szybkim przebiegu [114], w ktorym jony metalu

tacza si¢ do powierzchni mikroalg (‘pasywna pojemno$¢’),

2. etap aktywny (wtasciwa bioakumulacja) — etap trwajacy kilkadziesiat godzin, podczas
ktorego jony metalu transportowane sa do wnetrza komorki (‘aktywna pojemnosc’).
W warunkach eksperymentu wigkszo§¢ jondéw chromianowych byla usuwana

z powierzchni komorek 1 transportowana do ich wngtrza w czasie okoto 55 godzin.

Zgodnie z powyzszym przyjgto, proces pasywnej biosorpcji zachodzi w podobny sposob
zarOwno na powierzchni zywych, jak i martwych mikroalg, natomiast proces aktywny moga

przeprowadza¢ wylacznie zywe komorki alg.
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2.12 Model kinetyczny

2.12.1 Model fizyczny

Proces biocorpcji przebiega sekwencyjnie w kilku etapach o rdéznej naturze
biochemicznej. Ze wzgledu na transport masy mozna wyr6znic: etap zwigzany z pasywna
sorpcja na powierzchni komorek, etap zwiazany z transportem masy poprzez btong
komodrkowa do wnetrza komorek oraz akumulacje jondw metalu wewnatrz alg.

Podczas pierwszego etapu, jony metalu obecne w roztworze sa odwracalnie wiazanie
z wolna powierzchnia biomasy. Rownowaga pomigdzy stezeniem jondw metalu W roztworze
nad powierzchnia komorek Cye a stezeniem metalu zaabsorbowanego na powierzchni komorki
Cpas MoOZe by¢ wyrazone poprzez rownanie Langmuira [115-117]:

T, @

Dla niskiego st¢zenia jonow metalu, powyzsze rdwnanie moze by¢ uproszczone do liniowej

zalezno$ci:
Cve :a-cpas, (2)
gdzie a jest bezwymiarowym wspotczynnikiem absorpcji.

W drugim etapie procesu, jony metalu zaabsorbowane na powierzchni komorki,
po zwiazaniu z miejscami receptorowymi biatek transportowych przenoszone sa przez blong
komorkowa. Po przeniesieniu przez membrang, jony metalu uwalniane sa do cytoplazmy
oraz/lub sa wiazane z biatkami 1 transportowane do organelli komodrkowych, gdzie sa
akumulowane. Przedstawiony mechanizm bioakumualcji, moze by¢ opisany poprzez ponizszy

szereg reakcji rownowagowych:

Kpas ke Ka
CMe A Cpas <:>Ctran f(:)caccum (3)

—pas —t -a

Do opisu kinetyki procesu bioakumulacji konieczne jest takze uwzglednienie zmiany
stezenia komorek alg w czasie trwania procesu*. Przyrost komoérek w przypadku

ograniczonego stezenia substratow, opisywany jest przez rownanie Monoda:

“ Najczesciej przyjmuje sig, iz jony metalu absorbowane sa przez zyjace komorki w ktérych wzrost komorek jest
zahamowany lub komorki sa w fazie liniowego, badz logarytmicznego wzrostu.
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dX
——=uX 4
el (4)
gdzie X jest stezeniem mikroogranizmow, a u jest wspotczynniekim okreslajacym szybko$é
wzrostu komorek. Gdy substancje odzywcze dla komorek sa limitowane, szybko$¢ wzrostu

moze by¢ wyrazona jako:

/’l=/’lmaX.KS+S (5)

gdzie max odpowiada maksymalnemu przyrostowi komorek, Ks jest stala nasycenia oraz
S odpowiada stgzeniu substratu (substancji odzywczych).

Okreslenie charakteru zmian przyrostu biomasy jest wazne, gdyz szybkos$¢ procesu
sorpcji jest proporcjonalna do powierzchni komorek, a akumulacja wewnatrz komorek jest
proporcjonalna do ich objetosci. Dodatkowo nalezy podkresli¢, ze jony metalu moga mieé
istotny wptyw na wzrost komurek, stymulujac go lub powodujac jego zahamowanie.

Przy opisie matematycznym proces6w mikrobiologicznych, powszechna praktyka jest
redukcja liczby parametréow modelu. Poniewaz bioakumulacja jest zwiazana z dwoma
procesami de facto zachodzacymi wewnatrz komorki (aktywnym transportem poprzez blong
komoérkowa 1 akumulacja jonow chromianowych w cytoplazmie przy udziale specyficznych
biatek), przyjeto iz szybkos$¢ tego procesu moze by¢é w prosty sposdb opisana poprzez stata
szybkosci transportu aktywnego Kact:

kPaS kact
CMe k<:>Cpas <3Cact (6)

pas k—act

Dla wyznaczenia parametréw powyzszego modelu, konieczne bylo okreslenie,
jaka cze¢$¢ jonow chromianowych zostata (odwracalnie) zaabsorbowana na powierzchni
komorki, a jaka zostala wprowadzona do jej wnetrza. W celu wyznaczenia tych wartosci
komorki alg byly przemywane roztworem 0,1 mol/dm® HNO; (wyznaczenie ilosci jonow
zaabsorbowanych na powierzchni komorki) oraz stgzonym kwasem azotowym (okreslenie
ilosci jonow zwigzanych odwracalnie i nieodwracalnie z biomasa).

Zaproponowany  model  us$cislono okreslajac ~ eksperymentalnie,  ktoéry
z zaproponowanych etapow reakcji jest odwracalny, a ktérych jest nieodwracalny.
W tym celu komorki alg byly przemywane roztworem 0,1 mol/dm*® HNO; (wyznaczenie ilosci
jonow zaabsorbowanych w sposéb odwracalny) oraz stgzonym kwasem azotowym (okreslenie

ilosci jonow zwiazanych odwracalnie 1 nieodwracalnie z biomasa). Na podstawie pomiaréw
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1 bilansu masy potwierdzono, iz proces przylaczania jonéw metalu do powierzchni komoérek
(absorpcja) jest procesem odwracalnym, w czego konsekwencji mozna przyjac iz Kpas>> K-act
[94].

Dla hipotetycznego przypadku, w ktorym wszystkie jony Cr(IIl) zostaja usunigte
z roztworu, mozna przyjac, ze proces bioakumulacji jest nicodwracalny i nierownowagowy
a warto$¢ parametru Kot Wynosi zero. Zgodnie w powyzszym reakcja bioakumulacji moze
by¢ wyrazona réwnaniem:

Kpas Kact

Crie < C s = Cogy (7)

-pas

Jak przyjeto poprzednio, biosorpcja jondéw Cr(Ill) jest pierwszym etapem
bioakumulacji i moze by¢ wyrazona poprzez rownanie Langmuira [115]:

g 222 .
1+162-c,, ®

Na podstawie obserwacji mikroskopowych stwierdzono, ze podczas wzrostu komorek,
stosunek biomasy do powierzchni komorek jest staty. Zgodnie z powyzszym, bilans masy oraz
kinetyke opisujaca zmiang stezenia wyrdéznionych form jondéw chromianowych, mozna

wyrazi¢ rbwnaniami:

CMe (t) +C pas (t) + Cakt (t) = CMe (t = O) (9)
dcy,
dt = _kpas : X(t) Cyve (t)+ kfpas : X(t) Cpas (t) (10)
dc
dt = kpas ’ X(t) Chve (t)_ k—pas ’ X(t) Cpas (t)_ kact ’ X(t) Cpas (t)+ k—act ’ X(t) Cact (11)
dcg,
dt = kact ) X(t) Cpas (t)_ k—act ) X(t) Cact (12)
Wzrost komoérek opisuje ponizsze réwnanie Monoda [110]:
S
=0,058 ——— 13
a 0.101+5S (13)

Obserwowany spadek poziomu przyrostu biomasy w medium zawierajacym jony

Cr(Il) opisuje rownanie eksperymentalne [110]:



Piotr Wojciechowski, E-chemia: Inzyniera chemiczna, 167

C
o=pe| 1M

gdzie p . jest wspolczynnikiem wzrostu komorek Spirulina sp. w medium

zawierajacym jony chromianowe Cr(lll). Uwzgledniajac dwie powyzsze zaleznosci

otrzymujemy:

S c
L =0058| > ||1—- "™
Mo (o,101+sj ( 6,33+CM9J (19)

Dlatego, w przypadku obecnosci jonow chromianowych w medium odzywczym,

przyrost biomasy moze by¢ okre§lony ponizsza zaleznoscia:

%:0,058. L . 1_% . X (16)
dt 0,101+S 6,33+C,,

Roéwnanie bilansu masy mozna w prosty sposob rozwigza¢ analitycznie zakltadajac,
iz koniec procesu bioakumulacji opisuje stan pseudo-stacjonarny,” w ktérym stezenia Cye, Cpas
0raz Cyt nie podlegaja dalszym zmianom. Taki stan pseudo-stacjonarny opisuje rOwnanie:

d
dCMe — CPaS — dCact :0 (17)
dt dt dt

Z ukladu rownan dla stanu pseudostacjonarnego, opisujacego zaleznosci pod koniec
procesu otrzymano dwie zalezno$ci:

k.pas = 0,8125 * kpas (18)
k.act = 0,02107 * kact (19)

Uwzgledniajac wezesniejsze rOwnania otrzymuje si¢ dwie zaleznoSci:

dc
dtpas = Kps - X(t) € (1) —0.8125 K s - X(1)- € o (1) = Koy - X(1)- C s (1) +0,02107- K, - X(1)- €, (20)
dc,,.
dt = kact ’ X(t) Cpas (t)_ 0’02107 kact ' X(t) Cact (21)

Powyzszy uktad roéwnan rozwiazano przy uzyciu programu Mathematica
wykorzystujac zaimplementowana w programie metod¢ regresji nieliniowej, uzyskujac

nastgpujace wartos$ci parametrow: : Kpas = 5,88 [dm®/(g-h)]; Kpas = 1,39 [dm®/(g-h)];
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Kact = 0,11 [dm?*/(g-h)] oraz k.act = 0,005 [dm®/(g-h)]. Konicowa zalezno$é okazata si¢ bardzo
rozbudowana [94], jednakze do$¢ doktadnie odzwierciedlata przebieg eksperymentu,

a wyznaczony metoda najmniejszych kwadratow btad dopasowania wynosit 14%.

2.12.2 Model sztucznej sieci neuronowej

Rownolegle z modelem opisujacym kinetyke procesu bioakumulacji w oparciu o uktad
rownan kinetycznych wykorzystano zgromadzone dane eksperymentalne, do zbudowania
sztucznej sieci neuronowej. W przeciwienstwie do modelu kinetycznego, algorytm sztucznej
sieci neuronowej, nie wymaga wprowadzenia a priori rownan kinetycznych, ani okre$lania
wzajemnych zalezno$ci okre$lajacych zmiang st¢zenia jonéw metalu w poszczegoélnych
etapach reakcji. Dlatego metody wykorzystujace sztuczng sie¢ neuronowa sa wykorzystywane
m. in. przy modelowaniu nie-liniowych proceséw, ktorych opisaniec poprzez uktad
odpowiednich rownan matematycznych jest trudne [54].

Sposrod ponad 50 roéznych architektur sieci neuronowych [118] wykorzystano
zaimplementowany w programie MATLAB® firmy MathWorks algorytm Levenberga-
Marqardta z pigcioma neuronami w warstwie ukrytej (Fig. 3).

Jako wektor wejsciowy (training vector) wykorzystano dane eksperymentalne
uzyskane dla st¢zenia jonow chromianowych w pozywce roéwnego 25,6 mg/kg, natomiast jako
wektor sprawdzajacy (testing vector) wykorzystano dane dla stezenia jonoéw Cr(III)
w pozywce rownego 19,2 mg/kg. Na podstawie danych testowych okreslono szacunkowa

warto$¢ btedu przy opisie procesu bioakumulacji poprzez sie¢ neuronowa na poziomie 4,5%.

* Ze wzgledu na ztozonoé¢ procesu bioakumulacji jonéw chromianowych przez Spiruline sp., zatozenie o stanie
pseudo-stacjonarnym moze nie by¢ wlasciwe. Z tego powodu przy koncowym wyznaczaniu parametréw modelu,
nie zostala narzucona liniowa zalezno$¢ pomigdzy parametrami Kqc; i K.act Oraz Kyas i K.pas [94].
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Rys. 2.8. Reprezentacja architektury trzy warstwowej sieci neuronowej z pigcioma neuronami w warstwie ukrytej

uzyta do modelowanie kinetyki procesu bioakumulacji.

2.13 Oméwienie przedstawionych modeli

W pierwszym z przedstawionych modeli bioakumulacji, kazdemu parametrowi mozna
przypisa¢ okreslony sens fizyczny. Stala Kpas jest wspotczynnikiem okreslajacym szybkosc
absorpcji metalu do powierzchni komorki, Kpas — okre$la szybko$¢ desorpcji jonow
z powierzchni komorki (etap pasywny), Kact — opisuje szybkos$é aktywnego transportu jonow
Cr(Ill) z powierzchni komorki do jej wnetrza, natomiast k-5t — okresla szybkos¢ uwalniania
bioakumulowanych jonéw Cr(lll) z wngtrza komorki.

Warto$¢ statej szybkosci Kpas jest znaczaco wyzsza od pozostatych statych. Oznacza to,
iz proces absorpcji jonow Cr(I1l) na powierzchni alg jest najszybszym etapem bioakumulaciji.
Natomiast warto$¢ statej K.pas odzwierciedla relatywnie szybki process elucji jonow

chomianowych zaabsorbowanych na powierzchni komorki. Stosunek statej Kpas dO Kact
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sugeruje, ze proces aktywnego transportu jest okoto 50 razy wolniejszy od adsorpcji jonow
metalu na powierzchni komorki. Bardzo niska warto$¢ statej Kae $wiadczy o poprawnos$ci
wyboru alg Spirulina jako biosorbera, gdyz predkos¢ uwalniania jonéw chromianowych ktore
ulegly bioakumulacji wewnatrz komorki jest bardzo niska. Stosunek statych Kpas i Kact
potwierdza przyjgte w pracy uproszczenie oraz $wiadczy, ze praktycznie tylko jony
zaabsorbowane na powierzchni komorek sa uwalniane w procesie elucji.

Pierwszy z przedstawionych modeli bazuje na analizie mechanizmu reakcji
bioakumulacji, natomiast model sieci neuronowych jest struktura matematyczna realizujaca
obliczenia poprzez rzedy elementow (sztucznych neurondow) de facto z pominigciem opisu
mechanizmu reakcji. Atutem pierwszego z przedstawionych modeli jest to, iz na podstawie
wyznaczonych wartosci parametrow modelu, mozemy lepiej opisaé poszczegdlne etapy
procesu bioakumulacji. Natomiast w przypadku sieci neuronowych mozemy prognozowaé
zmiang st¢zenia jondw metalu, wykorzystujac jedynie dane eksperymentalne do ,,nauczanie”
sieci, w oderwaniu od okreslenia fizycznych zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi etapami
samego procesu. Dodatkowo algorytm uczenia sieci neuronowych w procesie iteracyjnym
zwiazany jest z minimalizacja funkcji btedu. Porownujac btedy dopasowania w obu modelach
nalezy wzia¢ pod uwagg, iz proponowany model kinetyczny mial cztery stopnie swobody,
natomiast sie¢ neuronowa byta rozpigta na pigciu neuronach w fazie ukrytej.

Generalnie algorytmem sztucznych sieci neutronowych mozna interpolowaé zmiang
stezenia metalu w procesie bioakumulacji, natomiast algorytm ten zawodzi w przypadku
ekstrapolacji. Model kinetyczny natomiast pozwala analizowa¢ rdézne aspekty procesu
bioakumulacji, a uzyskane wyniki mozna wykorzysta¢ przy modelowaniu rozwigzan

przemystowych wykorzystujacych algi Spirulina sp. do bioakumulacji jonéw Cr(111)".

“ Podobny model mozna wykorzystaé takze do prognozowania bioakumulacji innych metali. Dotyczy to takze
sytuacji, gdy stgzenie metalu jest na tyle niskie, iz nie oplaca si¢ go pozyskiwa¢ metodami konwencjonalnymi
(np. w przypadku odzysku uranu z wod pokopalnianych) [118].
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2. 14 Podsumowanie

W rozdziale przedstawiono trzy wybrane modele przedstawiajace rézne aspekty
zwiazane z modelowaniem komputerowym proceso6w biochemicznych i biotechnologicznych:
+ Model iteracyjny bazujacy na mechanizmie reakcji enzymatycznej, w ktorym
uwzgledniono specyficzne powinowactwo enzymu wzgledem substratu.
+ Model fizyczny opisujacy kinetyke reakcji, uwzgledniajacy sposob absorpcji metalu
oraz pozniejsze etapy biosorpcji.
+ Model sieci neuronowych opierajacy sie na wektorach danych, de facto pomijajacy
sam mechanizm reakcji.

Jak pokazano w tekscie, dwa pierwsze modele bazujace na mechanizmach reakcji,
umozliwiaja szersze analizowanie uktadow 1 prognozowanie wpltywu dodatkowych
czynnikow na przebieg procesu . Model sieci neuronowych pozwala natomiast pominaé opis
fizyczny i (bio)chemiczny procesu, wykorzystujac model matematyczny, sktadajacym sig
z sieci weztow obliczeniowych zwanych neuronami 1 ich potaczen.

Warto podkresli¢ aspekt praktyczny zwiazany z modelowaniem przedstawionych
procesow. Modele pozwalaja nie tylko prognozowaé sama ewolucje uktadu, ale takze
opracowac technologi¢ prowadzenia danego procesu oraz dobra¢ optymalne warunki do
przeprowadzenia danej reakcji i znaczaco ulatwiaja przejsScie ze skali laboratoryjnej do skali
przemystowej w przypadku wdrozenia i komercyjnych aplikacji.

Trafno$¢ wyboru przedstawionych tematow potwierdza znaczaca liczba publikacii,
w ktorych autorzy poszukuja nowych zrodet pozyskiwania enzymow amylolitycznych
[120-122] w przypadku degradacji skrobi, badz nowych szczepow bedacych naturalnymi
biosorberami [123, 124]. Wzrasta tez liczba potencjalnych aplikacji przemystowych
omawianych w pracy procesow [105, 106, 125], jednak jednym z pierwszych krokéw do ich

wdrozenia jest stworzenie odpowiednich modeli opisujacych dany proces.

“ Przykladowo pierwszy z prezentowanych modeli oprocz samego $ledzenia ewolucji stezen poszczegélnych
reagentow w modelowanym uktadzie, pozwala na uwzglgdnienie budowy biopolimeru (struktura liniowa,
usieciowana 2D lub 3D, rozgal¢ziona); uwzglednienie zmian substratu podczas reakcji; miejsce ataku enzymu
(endo- i egzoenzymy) i jego dezaktywacjg; inhibicje (substratowa, produktami reakcji, kompetycyjna,
niekompetycyjna, akompetycyjna); wzajemne interakcje enzymy - substrat (Synergizm, konkurencja); reakcje
nieenzymatyczne przebiegajace rownolegle z procesem enzymatycznej degradacji biopolimerow oraz warunki
sferyczne ataku enzym - substrat.
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2. 16 Lista parametrow modeli opisanych w rozdziale

SYMBOL: OPIS:
y Podjednostka glukozy o numerze y, "grot strzaly" wskazuje wegiel C;

X<&= w podjednostce glukozy, X jest binarna warto$cia charakterystyczna okreslona w pracy dla
podjednostki glukozy y

A Funkcja charakterystyczna, A € (0,1)

B Funkcja potaczen, B € (N +0)

Ce Stezenie enzymu [mol/dm’]

Cyl Stezenie glukozy mogacej powsta¢ w wyniku catkowitej hydrolizy policukru do wolnej glikozy
[mol/dm?]

Cp Stezenie produktu [mol/dm°]

Cs Stezenie substratu [mol/dm®]

Cs+p Sumaryczne stezenie substratu i produktu [mol/dm°]

Cx.0 Stezenie substancji x na poczatku reakcji [mol/dm?]

Cxk Stezenie substancji x na koncu reakcji [mol/dm?]

lg Liczba podjednostek glukozy w czasteczce

10am Liczba podjednostek glukozy w czasteczce amylozy

19ap Liczba podjednostek glukozy w czasteczce amylopektyny

19ca Catkowita liczba podjednostek glukozy w rozpatrywanym uktadzie

n Numer podjednostki glukozy

n Numer iteracji

Nk Numer iteracji dla konca symulacji

p Zmienna okre$lana kazdorazowo w sposob losowy, bedaca liczba rzeczywista z przedziatu

domknigtego od 0 do 1.

Piak Prawdopodobiefistwo zaj$cia inhibicji akompetycyjnej; pix € [0, 1]

Pink Prawdopodobienistwo zaj$cia inhibicji niekompetycyjnej; pink € [0, 1]

t Czas reakcji [s]

tak Sredni czas zderzenia aktywnego [s]

tiak Sredni czas zderzenia aktywnego z inhibicja akompetycyjna [s]

tink Sredni czas trwania kompleksu inhibitor kompetycyjny-substrat [s]

tink Sredni czas zderzenia aktywnego z inhibicja niekompetycyjna [s]

thak Sredni czas zderzenia nieaktywnego [s]

tr Czas reakcji [s]

V max Maksymalna szybko$¢ reakcji [mol/dm® s]

Vr Szybkos¢ reakeji [mol/dm® s]

Wagm Ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy, ktore potencjalnie sa podatne na atak a-amylazy

Wagp [lo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny, ktore potencjalnie sa podatne na atak
a-amylazy

Wam Liczba wigzan a-1—4 w czasteczce amylozy
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Wap Liczba wigzan a-1—4 w czasteczce amylopektyny

Wham Tlo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku
dziatania B-amylazy

Whap [lo$¢ wiazan a-1—>4 w czasteczce amylopektyny potencjalnie mogacych ulec hydrolizie
w wyniku dziatania -amylazy

WEJap [lo$¢ wiazan a-1—>4 w czasteczce amylopektyny potencjalnie mogacych ulec hydrolizie
w wyniku dziatania egzo-o-D-glukanazy

WQlam [lo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku
dziatania glukoamylazy

wglap [lo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny potencjalnie mogacych ulec hydrolizie
w wyniku dziatania glukoamylazy

whyp, Numer wiazania o-1—4 w czasteczce amylozy, liczac od konca redukujacego,
hydrolizowanego w wyniku ataku enzymu amylolitycznego

Whap Numer wiazania a-1—4 w czasteczce amylopektyny, liczac od konca redukujacego,
hydrolizowanego w wyniku ataku enzymu amylolitycznego

WPgp [lo$¢ wiazan a-1—6 w czasteczce amylopektyny potencjalnie mogacych ulec hydrolizie
w wyniku dzialania pullulanazy

u Szybko$¢ wzrostu [h™]

a Bezwymiarowy wspotczynnik adsorpcji []

b Parametr Langmuira [kg/mg]

Caccum Stezenie jonéw Cr(l11) wewnatrz komérek [mg/kg]

CMe Stezenie jondéw Cr(I11) w roztworze [mg/kg]

Cpas Stezenie jondéw Cr(l11) zaabsorbowanych na powierzchni biomasy [mg/kg]

Ctran Stezenie jondéw Cr(l1l) zwiazanych z biatkami transportowymi [mg/kg]

Ka Stata szybkosci akumulacji wewnatrz komorek [dm®/(g-h)]

Kact Stata szybko$ci aktywnego transportu przez btone komérkowa i bioakumulacji wewnatrz
komérek [dm®/(g-h)]

Kpas Stata szybkosci sorpcji jonow Cr(111) na powierzchni komorek (passive process) [dm®/(g-h)]

Ks Stata nasycenia[g/dm’]

kq Stata szybkosci aktywnego transportu przez membrang komorkowa [dm?/(g-h)]

S Stezenie glukozy w medium odzywezym [g/dm?]

t Czas [h]

X Stezenie biomasy [g/dm’]
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3 E-learning
3.1 E-chemia - wprowadzenie

Termin ‘e-chemia’ ma duza pojemnos$¢ semantyczng i definiuje si¢ szeroki zbiodr
zagadnien  okreSlanych  potocznie jako ,elektroniczna  chemia”  zwiazanych
z zastosowaniem komputerow oraz sieci komputerowej w chemii [1]. Etymologia stowa
‘e-chemia’ wskazuje na dodanie litery ‘e’ do slowa chemia dla podkreslenia wktadu
rozwiazan elektronicznych w rozwoj chemii '. W poprzednich rozdziatach przedstawiono
przyktady zastosowania komputerowych technik obliczeniowych wykorzystanych
do prognozowania wilasciwosci czasteczek (pochodnych aniliny) oraz modelowania
przebiegu procesow chemicznych. Jednak szeroko rozumiany rozwdj komputeryzacji
znaczaco wptynat nie tylko na ekspansj¢ chemii obliczeniowej, lecz takze odcisnat swoje
pietno w wielu innych aspektach chemii. Pierwszym etapem badan jest na ogot
zgromadzenie odpowiedniej informacji naukowej. W tym przypadku znakomicie
sprawdzaja si¢ specjalistyczne bazy danych, umozliwiajace nie tylko wyszukiwanie
informacji naukowej po stowach kluczowych, lecz takze poprzez wprowadzenie struktury
lub fragmentu struktury poszukiwanego zwiazku. Co wigcej, bazy faktograficzno—
bibliograficzne jak Reaxyx [4]*, bedace powiazaniem intuicyjnej wyszukiwarki reakcji
chemicznych, bazy publikacji, bazy zwiazkow chemicznych (zawierajacej charakterystyki
zwiazkow wraz z odno$nikami oraz unikalne numery zwiazkéw CAS) oraz bazy patentow,
pozwalajace nie tylko na wyszukiwanie zwiazkow, lecz takze znaczaco utatwiaja
projektowanie reakcji chemicznej. Przyktadowo uzytkownik moze wprowadzi¢ do
aplikacji struktury substratu oraz produktu, a program przeszuka dostepne publikacje,
sprawdzajac czy dana reakcja nie zostala wczesniej opisana. Jesli reakcja przebiega
w kilku etapach ,,wyszukiwarka” moze wskaza¢ odnosniki literaturowe, w ktorych zostaly
opisane poszczegolne przejscia 1 warunki prowadzenia reakcji. Natomiast jesli
syntezowany jest unikalny zwiazek chemiczny, jeszcze nie opisany w literaturze,

»inteligentny” program powinien nam wskaza¢ odnosniki dla reakcji jak najbardziej

“ Podobna analogie mozna dostrzec w stowie e-nauczanie (ang. e-learning), oznaczajacym wsparcie procesu
nauczania przez media elektroniczne i sie¢ Internet.

" O popularnosci terminu ‘e-chemia’ $wiadczy wzrastajaca ilo§é kurséw i portali chemicznych o tej samej
semantyce (przyktadowo kurs E-chemia udostgpniony w ramach projektu Open AGH [2] oraz portal
www.e-chemia.pl Politechniki Rzeszowskiej [3].

! Baza Reaxys, zawiera komplet danych z baz CrossFire Belstein, CrossFire Gmelin oraz Patent Chemistry
Database.
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»podobnych” zwiazkéw chemicznych. Mozna pokusi¢ si¢ wrecz o stwierdzenie, iz obecnie
chemik wykorzystuje ,komputery” prawie we wszystkich etapach swojej pracy,
poczawszy od poszukiwan literaturowych, poprzez projektowanie reakcji chemicznych,
wykorzystywanie specjalistycznego oprogramowania do pomiaréw i analizy danych,
skonczywszy na projektowaniu instalacji chemicznych, wdrazaniu rozwiazan
komercyjnych lub przygotowaniu publikacji [1]. Swoiste pigtno rozwiazan elektronicznych
mozna dotrze¢ migdzy innymi na stronie Biblioteki Gléwnej i Osrodka Informacji
Naukowo-Technicznej Politechniki Wroctawskiej, gdzie odno$niki do materiatlow
bibliograficznych zostaly oznaczone jako ,,e-Czasopisma” oraz ,,e-Zrédia A-27.
Termin ‘e-chemia’ wiaze si¢ takze z procesem dydaktycznym, nauczania uczniow
i studentow chemii z wykorzystaniem nowych technologii informatycznych [5].
Przyktadowo studenci Wydziatlu Chemicznego na Politechnice Wroctawskiej zapoznaja si¢
z metodami obliczeniowymi oraz technikami modelowania molekularnego czasteczek
(rys. 3.1). Warunkiem zaliczenia laboratorium komputerowego z bioinformatyki jest
wykonanie indywidualnego projektu zwiazanego z obliczeniami kwantowymi.
Indywidualny projekt z chemii organicznej wymaga od studenta zaprojektowania syntezy
zwiazku chemicznego w oparciu o komputerowa bazg zwiazkéw chemicznych i publikacji.
Studenci biochemii, korzystaja natomiast z komputerowej bazy danych do wyszukiwania
sekwencji 1 struktur biologicznych oraz analizy filogenetycznej. Osobna grupg stanowia
zajgcia z inzynierii chemicznej zwigzane z projektowaniem instalacji chemicznych
w roznych skalach. Co ciekawe, czes¢ projektow chemicznych studenci wykonuja zdalnie.
Studenci wykonujacy projekt z chemii kwantowej, przesytaja zadania poprzez sie¢ Internet
do Wroctawskiego Centrum Sieciowo-Superkomputerowego, gdzie wykonywane sa
obliczenia. Rozwiazanie takie eliminuje problem licencji, gdyz program wykonujacy
obliczenia zainstalowany jest na zdalnym komputerze (klastrze), a dodatkowym atutem dla
studentow dysponujacych gorszym sprzg¢tem komputerowym jest mozliwo$¢ wykonywania
skomplikowanych i czasochtonnych projektow obliczeniowych. Ustugi kampusowe
umozliwiaja takze zdalng pracg z aplikacjami interakcyjnymi (graficznymi) w $rodowisku
MS Windows, jak np. Sybyl, Matlab lub Simulink. W ten sposéb aplikacje moga by¢
zainstalowane na serwerze zdalnym, a dostep uzytkownika do systemu odbywa si¢
w sposob jednolity poprzez protokét RDP [6]. Obecnie rozwijany jest takze ogolnopolski
projekt PL-GRID [7], dzigki ktéremu zarejestrowani uzytkownicy poprzez strong WWW
moga wykona¢ obliczenia w jednym z polskich centrow superkomputerowych

i wykorzystywa¢ takie programy chemiczne jak ADF, Autodock, molpro, Turbomole,
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Biomem, MOPAC, GAMESS, NWChem, czy wspomniany pakiet Gaussian. Rozwiazanie
to pozwala uzytkownikom korzysta¢ z infrastruktury osrodkéw obliczeniowych oraz
wykonywac zdalnie obliczenia, nawet jesli nie sa one licencjonowane w ich macierzystych

osrodkach naukowych.

& ® H,G, CH,Q o)
O 0]l _40 s
HZC/ \ﬁ/ \p‘/‘ \)\A)'Lw r\‘l/\/ COOH
o] OH H H o
AETE 2t beta-merkapto- ta ki

malonylo - koenzym A

Rys. 3.1. Przyktad zadania ,,powiazanego” z imieniem i nazwiskiem studenta: malonylo-Koenzym
B, projekt pani Matgorzaty Brlety Kluby.

Z punktu widzenia uczelni, waznym tematem zwigzanym z ‘e-Chemia’ jest kwestia
nowych podrgcznikéw. Zgodni z planami Ministerstwa Edukacji Narodowej kazdy
papierowy podrecznik, bgdzie musial mie¢ swoj elektroniczny odpowiednik. Jednak
e-podrecznik nie powinien by¢ tylko sama ksiazka umieszczona w sieci Internet.
Konstrukcja plikow hipertekstowych umozliwia powiazanie gtownej tresci podrgcznika ze
stownikiem chemicznym, odsytaczami do uktadu okresowego, a takze do szczegdtowego
opisu omawianych zagadnien dla bardziej dociekliwych czytelnikow. Tradycyjne
ksiazkowe podrgczniki czgsto zawieraja opisy reakcji chemicznych lub procesow, ktorych
demonstracja z przyczyn obiektywnych moze by¢ trudna lub nawet niemozliwa podczas
zaje¢, natomiast w przypadku e-podrgcznika znakomitym uzupetnieniem takiego opisu
moze by¢ zataczony odpowiedni film lub animacja komputerowa. E-podrgcznik umozliwia
takze interaktywna pracg ucznia z zalaczonym materiatem, a nawet dostep do wirtualnego
laboratorium chemicznego. Najprostsze dostgpne na rynku programy pozwalaja uczniowi
sprawdzi¢ np. w jakich warunkach po zmieszaniu dwoch substancji utworzy si¢ osad
i jakiego bedzie on koloru. Natomiast bardziej zaawansowane programy, jak
przedstawione na rysunku 3.2 wirtualne laboratorium [8, 9], umozliwiaja odtworzenie
szeregu procesOw chemicznych na ekranie komputera, a takze interaktywne

rozwiazywanie problemoéw chemicznych™. E-podrecznik umozliwiaja pojedynczemu

“ Przyktadowo, aby przeprowadzi¢ zadana reakcje w zadaniu, uzytkownik na ekranie komputera musi
zbudowaé¢ model odpowiedniej aparatury chemicznej oraz wybra¢ odpowiednie substraty z bazy reagentow
dostepnej w programie.
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czytelnikowi tworzenie wlasnych notatek oraz tworzenie autorskich wersji podrgcznika
przez grupg uczniéow lub studentéw. Uczniowie moga rozwija¢ e-podrecznik dolaczajac
np. zdjecia samodzielnie przeprowadzanych eksperymentéw, co moze by¢ dla nich
bodzcem do starannego wykonania 1 przedstawienia do$wiadczen opisanych
W e-podrgczniku. Modulatorem zawarto$ci e-podrgcznika moze by¢ wreszcie sam
nauczyciel aktualizujacy zawarto$§¢ podrgecznika 1 udostepniajacy poszczegdlne partie

materialu zgodnie z przebiegiem zaje¢ lub akceptujacy wpisy dodawane przez ucznidow.
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Rys. 3.2. Zbior zadan zawartych w wirtualnym laboratorium chemicznym [3].

Obecnie wyzwaniem jest przygotowanie podrecznika interdyscyplinarnego, ktory
moglby sam ,,zauwazy¢”, jakie sa omawiane tematy z innych przedmiotow, jak fizyka, czy
biologia i na tej podstawie wybra¢ problemy, ktére beda w sposob przekrojowy
sprawdzaty wiedz¢ ucznia. Przyszto$cia moze by¢ takze zunifikowany i ,inteligentny”
e-podrecznik, ktory $ledzac postepy ucznia, bedzie mogiby okreslaé, ktore partie materiatu
nalezy ewentualnie powtdrzy¢, lub zgodnie z zainteresowaniami ucznia, bgdzie mogt go
odesta¢ do dodatkowych materiatow rozwijajacych jego wiedzg.

Alternatywa dla przedstawionej koncepcji ,,uniwersalnego podrecznika™ sa portale
chemiczne, takie jak np. Portal Chemiczny Politechniki Rzeszowskiej [3], Portal

Wspierania Dydaktyki Politechniki Wroctawskiej [10], czy otwarte zasoby edukacyjne
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Open AGH [2]. Szeroki spektrum prezentowanych na e-portalach kursow odzwierciedla
rézne koncepcje elektronicznego wspomagania dydaktyki. Poczawszy od zamieszczania na
portalu ,,statycznych” instrukcji 1 list zadan dla studentoéw, poprzez wyktady prelegentow
udostepnione on-line, animacje” i interaktywne prezentacje, skoniczywszy na e-lekcjach
I elektronicznych sprawdzianach stuzacych do weryfikacji wiedzy studentow. Konstrukcja
e-kursow umozliwia udostgpnienie poprzez e-portal specjalistycznych narzedzi,
pozwalajacych np. na symulacje widm EPR lub NMR. Portale edukacyjne coraz czgsciej,
oprocz samego udostepniania materiatow dydaktycznych, daja uzytkownikom szereg
dodatkowych aktywnos$ci jak quizy sprawdzajace poziom wiedzy, lub specjalne fora
internetowe, gdzie uzytkownicy moga wymienia¢ si¢ informacjami zwigzanymi z danym

przedmiotem [11-16].
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Rys. 3.3. Portale chemiczne Politechniki Rzeszowskiej oraz Wydziatu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej.

Sposérod catego wachlarza zagadnien zwiazanych z e-chemia i procesem
dydaktycznym, w niniejszym rozdziale skupiono si¢ na zagadnieniu kontroli kompetencji
studentow chemii na przyktadzie e-kolokwiow. Temat ten wybrano, gdyz z jednej strony
budzi on wiele emocji, a z drugiej strony przedstawia on nowatorskie w skali kraju
rozwiazania dydaktyczne wdrozone na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskie;j.
Dodatkowo przedstawiono zatozenia ,,elektronicznego korepetytora” jako przyktad kursu

wyréwnawczego z chemii z wykorzystaniem technologii informacyjno-komunikacyjnych.

“ Ciekawym narzedziem udostepnionym na portalu Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej jest
modut jmol, umozliwiajacy interaktywna wizualizacje czasteczek w trybie 3D.
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3.2 Elektroniczny korepetytor

Smiato mozna postawié teze, ze e-nauczanie jest wymogiem naszych czasow, a sie¢
Internet najszybszym zrodtem informacji. Idea nowych sposobéw nauczania jest
umozliwienie szybkiego, trwalego i dostosowanego do odbiorcy sposobu przyswajania
wiedzy oraz ulatwienie dostgpu do materialdow edukacyjnych przy jednoczesnym
uatrakcyjnieniu kursow [17]. Takie perspektywy daja kursy wspomagane i prowadzone
w technice e-learningu, umozliwiajace wyktadowcy opracowanie materiatu, ktory w tatwy
sposob dociera do studenta i umozliwia dostosowanie tempa prowadzonych zajeé do
indywidualnych potrzeb odbiorcy [16]. Niepodwazalnym atutem e-learningu jest
praktyczne zniesienie ograniczen zwiazanych z miejscem 1 czasem studiowania,
co umozliwia pracg zar6wno w domu jak i na uczelni, a takze stwarza mozliwo$¢ zdalnego
uczestniczenia w kursach podczas popularnych programéw wymiany zagraniczne;j.

Innowacyjnym rozwiazaniem wprowadzonym na Wydziale Chemicznym sa
e-korepetycje, zawierajace omowienie podstawowych zagadnien chemicznych w formie
polaczonych stron oraz analiz¢ podstawowych typow zadan chemicznych 1 wraz
z omowieniem ,krok po kroku” sposobu ich rozwiazana. Na uwageg zastuguje takze
nowatorska na Politechnice Wroctawskiej metoda nauczania poprzez sie¢ Internet,
w ktorej student aktywnie uczestniczy w rozwiazywaniu zadania poprzez interaktywne
wprowadzanie rozwiazan poszczegélnych etapdéw. Przykltadowo rozwiazujac zadanie,
ktorego tres¢ przedstawiono na rys. 3.4.1, student w pierwszy etapie musi dobra¢
wspotczynniki reakcji (rys.3.4.2). Warto podkresli¢, ze mozliwe jest nie tylko rozréznianie
odpowiedzi ,,dobrych” i ,ztych”, ale takze odpowiedzi ,w czg$ci poprawnych”,
co przedstawia rysunek 3.4.3, gdzie wspolczynniki w  jednej  reakcji
oksydacyjnoredukcyjnej zostaly podane biednie, a w dwoch pozostatych poprawnie.
Po wprowadzeniu poprawnej odpowiedzi uczestnik przechodzi do kolejnych etapoéw
zadania. W analogiczny sposdéb wprowadzone zostaty do kurséw zadania numeryczne
(obliczeniowe). Dzigki e-korepetycja student ma do dyspozycji kompendium wiedzy na
dany temat, moze przeanalizowa¢ przyklady rozwiazanych zadan, a nastgpnie moze sam
oceni¢ swoOj poziom zrozumienia tematu przystgpujac do rozwigzania okreslonych
problemoéw. W formie e-konsultacji zostaly przygotowane kursy z Chemii Ogolnej oraz
Chemii Analitycznej [14, 18, 19]. Rownolegle opracowano zadania obliczeniowe,
w ktorych poszczegdlne parametry wybierane sa w sposob losowy, co daje mozliwos¢

generowania pytan, w ktorych wielkos$ci liczbowe nie beda si¢ powtarzaé i co dodatkowo
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podnosi atrakcyjno$¢ kursow. Kazdy temat poprzedzony jest odpowiednim wstgpem
teoretycznym, a uzupelieniem kurséw jest stownik chemiczny. Uklad e-kursow $cisle
odpowiada przyjetemu programowi nauczania chemii, a w realizacje projektu
zaangazowani zostali wyktadowcy =z wieloletnim stazem, co zagwarantowato
iz wprowadzane przyklady bylty reprezentatywne i stanowily swoista odpowiedz
na najczesciej zglaszane pytania na ,.tradycyjnych” konsultacjach. Dodatkowo w kursie
Chemia analityczna do kazdego zadania dotaczono opis zatytutlowany ‘analiza zadania’
zawierajacy omowienie sposobu rozwigzania problemu, skonstruowany tak,
aby nakierowywaé¢ studenta na wlasciwy schemat rozwiazania zadania. Modut
interaktywnego rozwiazania zadania sktada si¢ z szeregu nast¢pujacych po sobie pytan
oraz podpowiedzi. Modul ten pozwala studentowi na interaktywne wlaczenie si¢
do rozwiazywania zadania. Udzielenie poprawnej odpowiedzi pozwala studentowi
na przej$cie do nastgpnego etapu az do otrzymania finalnego wyniku lub odpowiedzi.
W przypadku blednych odpowiedzi generowane sa podpowiedzi zawierajace uwagi,
dodatkowe materiaty teoretyczne, potrzebne wzory, etc. [20, 21].

Ciekawostka jest, iz w semestrze jesiennym 2009 w oparciu o e-korepetytora zostat
uruchomiony pierwszy na Wydziale Chemicznym w pelni internetowy kurs Chemia
Ogolna - éwiczenia, przeznaczony dla 64 studentow ,,zdalnych”, ktorzy nie uczestniczyli
w tradycyjnych ¢wiczeniach rachunkowych w salach lekcyjnych, lecz kontaktowali sig¢
z prowadzacymi ¢wiczenia poprzez sie¢ Internet. Studenci zdalni zyskali mozliwo$¢
uczenia si¢ w dogodnym dla nich czasie 1 tempie, a prowadzacy mogli §ledzi¢ postepy
studentow zdalnych monitorujac ich aktywno$¢ oraz uzyskane przez nich wyniki zadan
testowych. Co istotne, zarowno studenci stacjonarni, jak i zdalni, mogli uczestniczy¢
w tradycyjnych konsultacjach, takze przystowiowy kontakt uczen-nauczyciel nie zostat
zerwany. Ponadto obie grupy studentow przystgpowaly na identycznych zasadach do
e-kolokwium, ktorego zaliczenie bylo réwnoznaczne z zaliczeniem kursu z Chemii
Ogolnej — ¢wiczenia, a poroOwnanie wynikéw egzaminu z obydwu grup studentow

$wiadczylo o skuteczno$ci opracowanej metody e-learningowej nauczania chemii [21].
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Lekcja4_redoksometria

Probke technicznego kwasu mrdwlkowego o masie 00,2050 g rozpuszczono wi
wodzie | doprowadzono do odczynu lelkdo zasadowego . Do probki dodano
nadmiar roztworl KMnOy (HECO0~, MrO7, HaO—MnOy, C Oy, OH~). Osad MnOz

odsgCczono, praemyto 1 rozplusZezono w S 00 cm’ 0,0551 MW HaCa0y w
srodowisku kwasu siarkowego (VD). [ MnOs, 207~ HY = Ma?t, €Oy, 0 ).

Madmiar kwasu szczawiowego odmiareczkowano zunywajac 24,65 cm’ 0,02004
Ml KMANO4.

Obliczyé procentows zawarto ¢ kwasu mrowkowedo w probce.

M{HC QOH) = 46,03 gfmol

Analiza zadania | Fiozwigzanie zadania |

Rys. 3.4.1. Przyklad zadania z chemii analitycznej (redoksometria). Student ma mozliwo$é

przeanalizowania tresci zadania lub podjecia proby jego rozwiazania.

Dobierz wspdtczynniki wreakeji 1, 21 3

1. [ neoo-+[  Maop+[ H0— [ MnOw+[  COi+[  on-
20 [ MnOs[ o0b+[ Hr— [ M+ COi[ HO
30 [ @O+ mMnop+] HYS [ mMa2t+[ COp+[ HO

Prosze wpisz swojg odpowied: |

Rys. 3.4.2. Etap pierwszy rozwiazania zadania: wtasciwe dobranie wspotczynnikow

stechiometrycznych do rownan chemicznych odpowiadajacych tresci zadania.

Twoja odpowiedz

1. HCOO=+ 2ZMnO] + 1 HoO— 2MnOa+ 3002+ 50H-  Dobrze
2. MnOg+ 103 + 4 gt — 1 An2t+ 2002+ 2 HyO Dobrze
3. 5OY +2MnO; + 18 HY = 2Mp2t+ 1000+ 610 Zle

7le dobrans wspotczynniki

Kontynuuj

Rys. 3.4.3. W przypadku podania odpowiedzi nieprawidtowej, zostaje
wyrdzniona reakcja z nieprawidtowo dobranymi wspotczynnikami reakcji.

Kontynuacja dale mozliwos¢ zweryfikowania ztej odpowiedzi.
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3.3 E-kolokwia

Na wstepie warto si¢ zastanowi¢, co zmienito si¢ w nauczaniu z poczatkiem XXI
wieku? Starsi nauczyciele nierzadko z nostalgia wspominaja czasy wyktadow wspieranych
notatkami zapisywanymi kreda na tablicy i ,,papierowych” kolokwiow, niemniej dzi§ za
standard nalezy uzna¢ ilustrowanie wykladow elektronicznymi prezentacjami badz
udostepnianie materiatow dydaktycznych za posrednictwem internetu. Stopniowej zmianie
uleg takze system egzaminowania studentow. Jak stwierdzono, niewatpliwa zaleta
e-kolokwiow jest mozliwo$¢ uzyskania wynikow bezposrednio po zakonczeniu egzaminu
oraz obiektywno$¢ oceny. Niepodwazalnym atutem e-kolokwiow jest takze mozliwos¢
generowania unikalnych zestawow pytan np. poprzez losowanie ich z wigkszej bazy pytan,
mieszanie kolejnosci odpowiedzi w przypadku testéw wyboru lub losowe dobieranie
parametrow w zadaniach obliczeniowych. W publikacji poswigconej logistyce e-leraningu
[22] postawiono tezg, iz e-kolokwia wraz z losowym generowaniem pytan mozna uznaé za
odpowiedz na wszechobecny rozwdj techniki. Wczesniej na ogot pytania egzaminacyjne
byly w ,,obiegu” przez okoto 3—4 lata, co wiazalo si¢ z ,,czasem zycia” papierowych
notatek i bardziej ograniczonym kontaktem migdzy kolejnymi rocznikami studentow.
Obecnie wystarczy moment, aby zrobi¢ telefonem komorkowym zdjecie tablicy, kartki
z pytaniami lub ekranu monitora. Nalezy takze mie¢ swiadomos¢, ze dzi§ studenci maja
dostgp do specjalnych foréw internetowych, na ktoérych czgsto zaraz po egzaminie
pojawiaja pytania wraz z komentarzami 1 proponowanymi rozwiazaniami. Bazy pytah na
forach internetowych gromadza czesto zadania z wielu lat, co wymusza na prowadzacych
przygotowanie nowych zestawow [22]. Alternatywa jest tworzenie zadan, w ktorych wpro-
wadzenie szeregu parametrow losowych praktycznie gwarantuje niepowtarzalno$é e-testu.

Zniesienie ograniczen zwiazanych z czasem 1 miejscem rozwigzywania
e-kolokwium, moze by¢ zaréwno plusem, jak i minusem [23, 24]. W przypadku
kolokwidow pisanych zdalnie, problemem jest weryfikacja tozsamos$ci osoby rozwiazujacej
e-sprawdzian, oraz zweryfikowanie, czy przy rozwiazywaniu testu nie korzysta z pomocy
osob trzecich lub dodatkowych materialdéw. Z tego powodu przewazajaca wigkszo$¢
e-kolokwiéow na Wydziale Chemicznym odbywa si¢ pod nadzorem os6b na pracowniach
komputerowych Politechniki Wroctawskiej. Mimo problemow z weryfikacja tozsamosci
kilka zespotow dydaktyczny zdecydowato si¢ udostgpni¢ testy zdalne, dzigki ktorym

studenci mogli zdoby¢ dodatkowe punkty i dodatkowo motywowato studentow do
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systematycznej pracy . Co cickawe w wickszosci przypadkéw wyniki kolokwiow
zaliczeniowych pod nadzorem byty zblizone do quizéw rozwiazywanych przez studentow
zdalnie [25]. Warto tez wspomnie¢, ze dzigki quizom internetowym, w kolokwiach mogli
uczestniczy¢ studenci przebywajacy na wymianie zagranicznej. Pisali oni kolokwium pod
nadzorem swoich zagranicznych opiekunéw, w tym samym czasie i na identycznych
zasadach, co ich koledzy w Polsce.

Istotnym zagadnieniem zwiazanym z e-learningiem sa kwestie bezpieczenstwa.
Na Politechnice Wroctawskiej, kazdy ze studentéw pierwszego roku otrzymuje
indywidualne konto e-mail, ktorego nazwa powiazana jest z unikalnym numerem albumu
studenta. Hasta wykorzystywane do dostgpu do kont e-mail, sa jednoczes$nie
wykorzystywane do logowania do portali dydaktycznych 1 sa one fizycznie
przechowywane w jednym miejscu (serwer LDAP). Najbardziej newralgicznymi okresami
zwigzanymi z praca e-portali dydaktycznych sa terminy e-kolowkwiow, kiedy to duza
czg$¢ uzytkownikow jednoczesnie uruchamia quizy testowe, a od niezawodnoSci
i pewnosci potaczen internetowych czgsto zalezy przebieg e-kolokwium. Zwazywszy, iz
podczas naboru w roku 2010 przyjeto na Politechnike Wroctawska ponad dziewig¢ tysigcy
studentéw, z ktorych wigkszo$¢ uczestniczyta w e-kolokwiach z przedmiotu Algebra
z analizq matematycznqg, do przeprowadzania masowych e-egzaminoéw okazato si¢
konieczne zbudowanie odpowiedniej infrastruktury technicznej. Bezproblemowy przebieg
e-kolokwiow na Politechnice Wroclawskiej zapewnia Dzial Ksztalcenia na Odleglto$¢,
a kolokwia odbywaja si¢ na czterech trzydziesto stanowiskowych pracowniach
komputerowych dedykowanych do przeprowadzania e-kolokwiow. Pracownie wyposazone
sa w terminale obstugujace jedynie polaczenia z serwerem dydaktycznym znajdujacym sig
w tym samym budynku, co zapewnia szybko$¢ potaczenia i odcigcie potaczen lokalnych
od sieci zewngtrznej. W przypadku kolokwiow odbywajacych si¢ na pracowniach
wydziatowych deklarowane sa numery IP identyfikujace komputery przeznaczone do
przeprowadzania e-testow, co ogranicza mozliwos¢ zdawania egzaminu z zewnatrz.
W zwiazku z tym, Ze egzaminy pod nadzorem odbywaja si¢ w obrebie jednego kampusu,
w przypadku préb wlamania z zewnatrz lub ataku hackerskiego, np. typu DDoS, mozliwe

jest zawezenie ruchu internetowego jedynie do transakcji serwer — uwierzytelnione

“ Zaskakujacym byto udostepnienie studentom przez zespot fizyki zadanh egzaminacyjnych na tydzien przed
egzaminem! W istocie jednak okazato si¢ to motywacja dla studentow do prob rozwiazywania zadan, a wigc
do nauki. Poniewaz zadania zawieraty parametry losowe, studenci nie mogli nauczy¢ si¢ na pamig¢ samych
wynikow liczbowych bedacych rozwiazaniami zadan, lecz musieli przyswoi¢ sobie sposob rozwiazania
zadania, co w istocie byto zalozeniem kursu [25]



Piotr Wojciechowski, E-chemia: E-learning, 190

pracownie komputerowe, co przetestowano praktycznie. Poniewaz przy wejSciu na
pracownie sprawdzanie sa dane studentéw, a w systemie zapisywane sa takie dane jak czas
1 miejsce skad rozwigzywano test (numer IP komputera), mozliwa jest takze pozniejsza
weryfikacja osob zdajacych kolokwium. Dodatkowo dla we wszystkich kolokwiach (takze
zdalnych) przyjgto, iz dostgp do nich maja jedynie studenci zapisani na dany kurs w $cisle
wyznaczonych ramach czasowych. W roku 2012 wprowadzono takze system moni-
torowania pracowni komputerowych przy uzyciu zainstalowanych kamer internetowych.
Inna cze¢sto pomijana kwestia zwiazana z bezpieczenstwem jest publikacja
wynikéw e-kolokwiéw. Mozna mie¢ watpliwosci, czy popularne wywieszanie
,»na drzwiach” ocen z numerami albuméw jest zgodne z ustawa z dnia 29 sierpnia 1997 r.
o ochronie danych osobowych, skoro czg§¢ studentdéw zna numery albuméw swoich
kolegow lub nierzadko przed dziekanatami wywieszane sa listy studentow zawierajace ich
nazwiska 1 numery albumoéw. Zgodnie z rekomendacja nr 1/2011 Administratora
Bezpieczenstwa Informacji na Politechnice Wroctawskiej z dnia 18.02.1011 prof. Jerzego
Walendziewskiego, ,, w najwickszym uproszczeniu rzeczy ujmujqc dane osobowe stanowiq
wszelkie informacje, ktore pozwalajq na ustalenie osoby, ktore te dane dotyczq”.
Wszystkie te watpliwosci znikaja w przypadku systemu e-kolokwiow, gdyz kazdy ze
studentéw ma dostep jedynie do wlasnych wynikéw uzyskanych na kolokwium. Istotnym
dla os6b przygotowujacych zajecia moze by¢ takze okreslenie, jakie informacje student
moze zobaczy¢ bezposrednio po zakonczeniu e-kolokwium oraz pdzniej, po zamknigciu
quizu. Przyktadowo, zgodnie z rysunkiem 3.5, mozemy ustali¢, ze po kazdej probie student
otrzymuje komplet informacji, natomiast po zamknigciu quizu i1 logowaniu si¢ z domu
widzi jedynie ilo$¢ uzyskanych na e-kolokwium punktow.
Cncje przegizdu@

LUkryj zasmwansowane

Natychmiast po prébie Pdézniej, gdy quiz jest weiaz Po zamknigciu quizu
otwarty

M Udzielone odpowiedzi " Udziglone odpowiedzi M Udzielone odpowiedzi

M Poprawne odpowiedzi M Poprawne odpowiedzi T Poprawne odpowiedz

W Informacja 2wr otna M nformacja zwrotna [ Informacja zwrotna

M Ogélna informacja 2wrotna " Ogélna infarmacja 2wrotna " Ogélna informacja zwirotna

M Punky M Punkty M P unkty

M Calosciowa informacja " Catosciowa informacja [T Catosciowa informacja

awirotna Twrotna Twrotha

Rys. 3.5. Konfiguracja widoku informacji zwrotnej dostepnej dla studenta.

Na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej system elektronicznego

egzaminowania studentow powszechnie wykorzystuje pie¢ zespotow: Biochemii,



Piotr Wojciechowski, E-chemia: E-learning, 191

Biotechnologii, Chemii Ogo6lnej, Chemii Fizycznej oraz Fizyki. Kazdy z tych zespotow
opracowal wlasny zbior pytan egzaminacyjnych i we wszystkich e-kolokwiach zadania sa
losowane z wigkszej puli pytan, tak aby byly reprezentatywne dla okreslonego zakresu
materiatu. Mimo iz wszystkie e-kolokwia opieraja si¢ na platformie Modle [26], to kazdy
z zespolow opracowal wlasna strategi¢ przeprowadzania e-kolokwiow (tab. 3.1),
a sprawdziany réznia si¢ np. typem pytan uzytych w przygotowanych quizach.
Przyktadowo e-kolokwia z biochemii 1 biotechnologii opieraja si¢ glownie na testach
pojedynczego lub wielokrotnego wyboru, jednak zaréwno kolejnos¢ pytan jak i kolejnos¢
odpowiedzi wewnatrz pytania jest okreslana w sposob losowy. W kursach z chemii
ogoblnej, chemii fizycznej i fizyki przewazaja natomiast pytania obliczeniowe, w ktdrych
parametry takie jak ilo$¢ 1 stgzenie substancji, temperatura, ci$nienie okre§lane sa w sposob
losowy. Dodatkowo w kursie z chemii ogdlnej zawarte sa pytania stechiometryczne,
w ktorych studenci dobieraja wspodtezynniki reakcji oksydoredukcyjnych” (rys. 3.4.2 oraz
3.6.1) [27, 28]. Natomiast w quizach z przedmiotéw biochemicznych, wykorzystywane sa
takze pytania, w ktorych studenci proszeni sa o wprowadzenie (narysowanie) struktury
zadanego zwiazku chemicznego (rys. 3.6.2). W czgSci pytan zawarto elementy graficzne,
jak rysunki lub schematy proces6w, co pozwala sprawdzi¢, czy student jest wstanie
prawidtowo odczytaé i zinterpretowaé przedstawione w ten sposob dane’. Ponadto dzigki
uzyciu tych elementow zadania moga by¢ bardziej atrakcyjne, a oprocz wiedzy czysto
teoretycznej, moga kontrolowa¢ umiejgtnosci ,,bardziej praktyczne”, jak np. czy student
potrafi prawidlowo odczytac ilo$¢ zuzytego do miareczkowania tritrantu? (rys. 3.6.3).

Na kontrowersyjne rozwiazanie zdecydowat sig zespot fizyki, ktory zdecydowat sig
udostepni¢ baze pytan przed egzaminem! Swiadomo$é, iz zadania egzaminacyjne sa
dostepne przed egzaminem sktonita wigkszo$¢ studentow do wielokrotnego rozwiazywania
quizéw probnych z Fizyki | oraz Fizyki Il. Quizy te byty dostgpne bez ograniczen on-line
przed egzaminem zaliczeniowym 1 zawieralty pie¢ pytan kazdorazowo losowanych
z opracowanej bazy pytan. W zwiazku z tym, iz pytania zawieraly parametry losowe,
studenci nie mogli nauczy¢ si¢ jedynie wynikow liczbowych, lecz musieli przyswoi¢ sobie
algorytm rozwiazania poszczegdlnych zadan. W przypadku bazy zadan liczacej kilkaset

probleméw z fizyki, studenci dysponujacy doskonala pamiecia moga oczywiscie

“ Pytania te wykorzystuja specjalnie opracowany na potrzeby Wydziatu Chemicznego modut ,pytan
stechiometrycznych”, pozwalajacy takze na tworzenie pytan zwiazanych z okreslaniem stopnia utlenienia.

T Przyktadowo rysunki przedstawiajace diagramy fazowe moga by¢ generowane w programie gnuplot [29]
Z uzyciem parametrow losowych na postawie odpowiednich wzoréw, co dodatkowo gwarantuje
niepowtarzalno$¢ testow.
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sprobowaé opanowac kilkaset algorytmow rozwiazania poszczegodlnych zadaf, jednak

fatwiej jest nauczy¢ sig fizyki, co w istocie jest zatozeniem kursu.

Tabela 3.1. Roznice w kolokwiach przygotowanych przez poszczegodlne zespoty dydaktyczne.
W przypadku zespotow prowadzacych kilka kursow z e-kolokwiami przedstawiono dane dla

jednego, wybranego kursu z kazdej grupy.

Zespot o . Chemii . " . .
dydaktyczny Fizyki Chemii ogdlnej fizycznej Biochemii Biotechnologi
ilos$¢ kurspw _ 2 1 3 4 6
z e-kolokwiami
. . obliczeniowe i . . . glownic pojedyncza
typy pytan obliczeniowe . obliczeniowe wielokrotnego e
stechiometryczne odpowiedz
wyboru
dostep do pytan
przed tak nie? tylko 10% nie nie
egzaminem
ilo$¢ pytan 5 (I kolokwium)

W tedcic 5 3 (I1 kolokwium) 5 25 30
czas [min] 55 60 75 60 30
ilo§¢ prob

odpowiedzi na 3 4 4 1 1
jedno pytanie

Kolokwia tak + dodatkowe

. tak tak e-testy pisane tak tak
,,pod nadzorem .
zdalnie
ilo$¢ podejs¢ do . -
egzaminu 1 1 2 plseom?gv\t,elgozamln 1lub2
poprawkowego Pop Wy
ilo$¢ podejsé
studentow w 703 611 344 182 196
polowie semestru
zimowego 2011
ilo$¢ podejsé
studentow na 677 556 268 156 148
koncu semestru
zimowego 2011
ilo$¢ wszystkich
podejsé wraz 1673 1355 996 344 494
z egzaminem
poprawkowym

& studenci maja dostep do elektronicznego korepetytora zawierajacego reprezentatywne przyktady zadan z e-kolokwium,

Warto tez podkresli¢, iz system quizOw, mozna wykorzysta¢ nie tylko do
przeprowadzania e-kolokwiow, ale moze by¢ ona znakomitym narzedziem do samooceny
pracy studenta. Przykladowo studenci kursu Biochemia I musza opanowac strukturg
wszystkich podstawowych aminokwasow biatkowych. W tym przypadku znakomicie
sprawdza si¢ udostgpniony studentom quiz, w ktorym musza oni narysowac strukture

wszystkich wymaganych na kolokwium aminokwasow (rys. 3.6.2) [20].
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1w Dobierz wspétczynniki stechiometryczne w réwnaniu reakcji:

punkp st SOz + NaaCOs + S = NazSnSy + S0, + CO;

4 SnOy+ Na,COs+ S = Na,SnSa+ SO+ CO,

ZatwierdZ
2w Narysuj wzor tryptofanu (indoliloalaniny).
Punkty: —/1
Odpowiedz: WA . 5
Answers must be written in the SMILES chemical markup language. You can use the JME editor to create a
structure interactively, and then use the "Insert from editor” buttons to insert the code into the answer boxes.
(@owd  |pe oA |#r| lupo | J"”ERE"W;
courtesy of
=a|= = ~ADO00CCOO0 Peter Ertl,
& Novartis
N o
£
8| or
F NHz
o M
L]
1
B
Answer:
[NC(CeteinHIc2cecec12)C(=0)0
ZatwierdZ
3w Na podstawie zdjecia, okresl ilos¢ roztworu zuzytego do miareczkowania mieszaniny (tritrantu), przyjmujac, iz biureta byta

Punkty: —1 prawidtowo napefniona do podziatki gornej 0 cm®.

Wybierz © a242
odpowiedz & b243
C c.254
¢ d257

ZatwierdZ

Rys. 3.6. Przyklady typoéw pytan z chemii (3.6.1 - pytanie stechiometryczne, 3.6.2 - pytanie
zwigzane z wprowadzeniem struktury zwiazku chemicznego, 3.6.3 - test pojedynczego wyboru

powiazany z ilustracja graficzng).
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Jak wspomniano, niewatpliwym plusem e-kolokwiow jest efektywne, obiektywne
i szybkie ocenianie znacznej liczby studentow. Przed wprowadzeniem e-kolokwiow,
sprawdziany zaliczeniowe z chemii ogdlnej byly sprawdzanie rgcznie, co przy ponad 600
osobach zapisanych na kurs, powodowalo iz studenci otrzymywali oceny swoich prac po
blisko tygodniu. Obecnie ocena wystawiana jest automatycznie, a tym samym studenci
maja o tydzien wigcej czasu na przygotowanie si¢ do ewentualnego egzaminu
poprawkowego [22]. Wielokrotnie podkreslanym atutem e-kolokwiow jest takze
mozliwos¢ losowego generowania pytan, co pozwala na wygenerowanie dla kazdego
studenta unikalnego zestawu pytan [30].

Za najwigkszy minus e-kolokwium przyjmuje si¢, ze system ocenia jedynie sam
wynik koncowy podany przez studenta, a nie sposdéb rozumowania. W rzeczywistosci
jednak wigkszo$¢ zespoldw naukowych przygotowala specjalne quizy probne, dzigki
ktorym student moze bez ograniczen praktykowaé rozwiazywanie zadan. Natomiast
podczas e-kolokwium zaliczeniowego osoba, ktéra ma uzyska¢ w przysztosci tytut
magistra inzyniera powinna poda¢ wynik bezbtednie, poniewaz od poprawnosci
1 staranno$ci obliczen moze zaleze¢ bezpieczenstwo i realizacja przysztych projektow.
Niestety cze$¢ studentow uwaza, ze poprawne napisanie wzoru powinno by¢ punktowane,
nie przywiazujac wigkszej uwagi do staranno$ci i poprawno$ci obliczen. Tymczasem
zaré6wno przy projektowaniu procesOw chemicznych i technologicznych, jak i w pracy
laboratoryjnej staranno$¢ obliczen jest niezwykle wazna. Uklonem, w stosunku do
studentéw jest mozliwo$¢ kilkukrotnego podawania wyniku koncowego, co premiuje
osoby, ktore potrafia znalez¢ btad w swoim rozumowaniu. Nalezy przyjac, ze osoba ktora
kilkakrotnie podaje zty wynik rozwiazania zadania, albo ,,strzela”, albo rzeczywiscie nie
potrafi samodzielnie go rozwiaza¢. Zawsze jednak w przypadku watpliwosci na podstawie
brudnopisu, mozliwe jest przeanalizowanie sposobu rozwiazania zadanie i ewentualne
uwzglednienie reklamacji’ [31]. Jak wspominano dobra praktyka na Wydziale
Chemicznym podczas e-kolokwiow jest rozdawanie przez prowadzacych kartek, ktore sa
brudnopisami dla studentow przy rozwiazywaniu zadan i ktére moga by¢ podstawa do
ewentualnych reklamacji studentow. Poniewaz zaraz po zakonczeniu rozwigzywania testu

studenci znaja swoje wyniki, moga wigc zglosi¢ osobie nadzorujacej watpliwosci zwiazane

“ Na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroclawskiej przyjeto zasade, iz podczas e-kolokwium studenci
maja do dyspozycji podpisane i oznaczone kartki papieru, ktore sa brudnopisami. W przypadku wszelkich
watpliwosci, brudnopis ten jest podstawa reklamacji. Na jego podstawie osoba nadzorujaca przebieg
e-kolokwium lub osoba prowadzaca zajecia z danym studentem moze przesledzié sposdb rozwigzania
studenta i ewentualnie skorygowaé ocene punktowa zadania.
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z rozwigzaniem konkretnego zadania. Statystycznie reklamacje 1 inne zastrzezenie
zwiazane w zadaniami dotyczyly mniej niz 5% prac, a wigc mogly by¢ one rozpatrzone
badz na e-kolokwium lub bezposrednio po jego zakonczeniu, badz na konsultacjach.
W uzasadnionych przypadkach, juz po ztozeniu e-kolokwium, studenci mieli takze
mozliwo$¢ napisania na czysto rozwigzania spornego zadania celem przedlozenia do
reklamacji. Satysfakcjonujace, iz podczas przepisywania ,,na spokojnie” brudnopisu na
czysto, wigkszos¢ studentéw sama potrafita dostrzec btedy w swoich rozwiazaniach.

Drugim czgsto podnoszonym mankamentem zwiazanym z nauczaniem przez
Internet jest brak mozliwosci wylonienia o0s6b wybitnych przy elektronicznym
egzaminowaniu. Jednak kilkuletnia praktyka w prowadzeniu e-kolokwidéw pokazata co$
innego. W prosty sposob mozna wskaza¢ osoby ktore w ciagu kilku minut bezblednie
rozwiazaly e-kolokwia przewidziane na znacznie dluzszy czas. Analizujac wyniki
uzyskane przez studentéw w testach probnych, mozna takze wskaza¢ grupe studentow
pracowitych, ktorzy, rozwiazywali znaczng ilo$¢ testow 1 u ktorych widaé progres w ilosci
rozwiazanych zadan [31, 32, 33]. Uwzgledniajac dodatkowo ilo$¢ czasu spedzonego przez
studentow nad rozwiazywaniem wszystkich quizow przygotowawczych, czas
rozwiazywania poszczegolnych zadan, liczbe podejs¢ oraz progres uzyskanych ocen,
mozna wytypowac:

+ studentow wybitnych — pojedyncze osoby rozwiazaly bezblednie
kolokwium przewidziane na 55 minut w czasie okolo 3 minut ; osobom
tym, po rozmowie potwierdzajacej ich wiedzg, mozna zaproponowaé
indywidualny tok nauczania lub udzial w projektach badawczych;

+ studentow bardzo dobrych — ktorzy kilkakrotnie rozwiazali poprawnie quiz
testowy i z powodzeniem zaliczyli kolokwia zaliczeniowe;

+ studentow pracowitych — ktorzy czesto spedzali kilka godzin dziennie nad
quizami testowymi 1 u ktéorych wida¢ postgp w liczbie poprawnie

rozwiazanych zadan.

“ Korzystajac z rozwiazan elektronicznych mozna wrecz w prosty sposob premiowaé studentow, ktérzy
W najkrotszym czasie poprawnie rozwiaza e-testy. Interesujacym eksperymentem dydaktycznym jest
przyzwolenie, aby studenci podczas e-egzamindéw mogli korzysta¢ z ksiazek i aby mogli si¢ z soba
kontaktowa¢. Osoby lepiej zaznajomione z materialem kursu prawdopodobnie szybciej rozwiaza zadania
testowe lub szybciej znajda w swoich notatkach wskazowki do ich rozwiazania. W tym przypadku
odchodzimy od ,uczenia si¢ wszystkiego na pamiec”, lecz premiujemy studentow, ktérzy sa potrafia
najszybciej rozwiaza¢ dany problem korzystajac z dostgpnych zrodet. Natomiast mozliwo$¢ porozumiewania
si¢ pomigdzy uczestnikami e-kolokwium, zmusza ,lideréw grup” do decyzji, czy pomagaé stabszym
kolegom w rozwiazaniu ich zadan, czy szybciej skonczy¢ e-test i tym samym samemu uzyskac lepsza oceng.
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Dla osoby prowadzacej kurs réwnie istotna moze by¢ analiza aktywnosci osob,
ktore nie zaliczyty kursu. W przypadku kursu z fizyki mozna wytypowac cztery gldwne
grupy-

+ studentow, ktorzy nie podeszli do kolokwium testowego lub pos$wiecili
nauce zbyt malo czasu;

+ studentow, ktorzy otwierali quiz testowy czesto tylko na kilka sekund, aby
wykona¢ ,,print-screeny” lub sprawdzi¢ powtarzalno$¢ zadan;

+ studentow niemajacych predyspozycji do zaliczenia kursu — po$wiecili oni
znaczng ilo$¢ czasu na przygotowanie do kolokwidéw, jednak naktad ich
pracy nie przetozyt si¢ znaczaco na uzyskiwane przez nich wyniki; tacy
studenci powinni zosta¢ skierowani na konsultacje i kursy wyréwnawcze;

+ studentdow-pechowcow”, ktorzy poprawnie rozwiazywali kolokwia
testowe, jednak nie zaliczyli kolokwium zaliczeniowego; warto tu
zaznaczy¢, ze niektorzy ,,pechowcy” przyznali, iz poprawnie rozwiazywali
zadania w domu, poniewaz mogli korzysta¢ z notatek i wyprowadzonych
wzoréw, natomiast na kolokwium mieli problem 2z rozwiazaniem
zblizonych zadan, bowiem odbywalo si¢ ono pod nadzorem, bez dostgpu do
dodatkowych pomocy naukowych.

Istotny jest fakt, wykladowca moze mie¢ dostgp nie tylko do ocen studenta, ale
moze rowniez zweryfikowac¢ jego postgpy 1 systematyczno$¢ pracy. Nalezy jednak
przestrzec przed Slepym wykorzystywaniem narz¢dzi statystycznych. U czgsci studentow,
ktorzy z powodzeniem rozwiazali kolokwium zaliczeniowe, mozna byto zaobserwowac
wyrazny regres. Poczatkowo rozwiazywali oni wszystkie zadania w quizach testowych, ale
pézniej liczba rozwiazanych zadan w kolejnych podejSciach systematycznie malata.
Okazato sig, ze studenci ci w kolejnych odstonach quizu przygotowawczego podchodzili
jedynie do zadan, ktore budzity ich watpliwosci, pomijajac typy zadan, ktore wczesniej
opanowali.

Warto takze zastanowi¢ sig, czy sprawdzian ma stuzy¢ samoocenie danej osoby,
czy by¢ postawa do wystawienia oceny koncowej z przedmiotu? Przyktadowo test z jgzyka
angielskiego rozwigzywany przez studenta zdalnie z domu, moze by¢ wskazdéwka dla
niego samego, czy powinien zapisa¢ si¢ na zajecia do grupy poczatkujace;j,
Sredniozaawansowanej, czy zaawansowanej. Analogiczny test przeprowadzany pod

nadzorem po zajgciach moze by¢ natomiast podstawa do wystawienia oceny z kursu.
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3.5 Whnioski

Paradoksalnie rozwdj ,e-chemii” czesto przybliza chemi¢ obliczeniowa
1 doswiadczalna. Od chemii obliczeniowej oczekujemy, ze coraz trafniej bedzie
przewidywa¢ réznorodne wiasciwosci zwiazkow chemicznych, pozwoli na zlozone
obliczenia coraz wigkszych ukladéw oraz projektowanie nowych materiatow [5].
Natomiast chemikowi syntetyzujacemu nowe zwiazki chemiczne utatwi projektowanie
proceséw chemicznych wskazujac optymalne warunki prowadzenia reakcji. Juz dzi$ czgsto
»przy biurku” projektuje si¢ nowe zwiazki oraz okresla si¢ drogg i warunki ich syntezy,
a eksperymentalnie optymalizuje jedynie si¢ warunki procesu. Warto tez zauwazyc,
ze obstuga aparatury pomiarowej, urzadzen badawczych, badz linii technologicznych coraz
czgSciej zwiazana jest de facto z obstuga specjalistycznego oprogramowania
komputerowego. Odpowiedzia Politechniki Wroctawskiej na zmieniajace si¢ wymogi
rynku pracy, jest wzrastajaca ilos¢ zaje¢ komputerowych, gdyz coraz czgsciej przyszli
pracodawcy wymagaja od absolwentéw Wydzialu Chemicznego znajomosci
oprogramowania, wyszukiwania informacji naukowych oraz umiejgtnos$ci zaprojektowania
reakcji chemicznej czy procesu technologicznego na komputerze.

W niniejszej pracy przedstawiono trzy oblicza ‘e-chemii” zwiazane z chemia
obliczeniowa, inzynieria chemiczna oraz wybranym zagadnieniom zwiazanym
z dydaktyka i nauczaniem chemii. Smialo mozna prognozowa¢ dalszy rozwoj ‘e-chemii”,
ktory dzigki ekspansji technik modelowania komputerowego i postgpowi technologii
chemicznych umozliwia tworzenie nowych generacji komputeréw, a tym samym rozwdj

‘e-technologii’.
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Idea pracy bylo przedstawienie w formie niezaleznych opracowan najbardziej

dynamicznie rozwijajacych

si¢ zagadnien zwiazanych z e-chemia oraz prezentacja

mozliwosci wykorzystania narzedzi informatycznych zaro6wno w chemii obliczeniowe;j

(modelowanie komputerowe), jak i w nauczaniu chemii. W poszczegdlnych rozdziatach

skupiono si¢ na konkretnych przyktadach reprezentatywnych dla omawianych zagadnien.
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Chemia kwantowa (strony 1 - 74)

Przyktad prezentacji obliczen kwantowych wykonanych
metoda funkcjonatu gestosci DFT dla czasteczki aniliny

1 jej pochodnych. Omowienie analizy naturalnych orbitali
atomowych oraz powiazanie widm oscylacyjnych
(widma IR i Ramana) ze struktura wybranych czasteczek

oraz z rozktadem energii potencjalnej PED.

Inzynieria chemiczna (strony 75 - 179)

Zestawienie dwoch modeli opisujacych ewolucje uktadu:
modelu iteracyjnego bazujacego na mechanizmie reakcji
enzymatycznej (preferencjach substratowych enzymow)
z modelem fizycznym (kinetycznym) wyr6zniajacym
poszczegdlne etapy procesu. W rozdziale przedstawiono
konstrukcje poszczegdlnych modeli, jednoczesnie
pokazujac jakich informacji o uktadzie dostarcza dany

model.

E-learning (strony 180 — 200)

Prezentacja technik nauczania chemii z wykorzystaniem
dostepnych mediow elektronicznych. W rozdziale
skupiono si¢ na problemie elektronicznej kontroli
kompetencji studentow chemii, gdyz temat ten jest
szeroko dyskutowany i1 budzi wiele kontrowersji zarowno

wsrod studentow, jak 1 wyktadowcow.
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Prezentowane w pracy obliczenia na poziomie DFT wykonano
w Poznanskim oraz Wroctawskim Centrum Sieciowo-Superkomputerowym.
Rejestracje widm IR oraz Ramana przeprowadzono w Zintegrowanym Wydziatlowym

Laboratorium Inzynierii i Badania Materiatdéw Zaawansowanych.

a ‘IME
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