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758 Z. SADOWSKI
ABSTRACT

The concept of biogeochemical cycles is fundamental to proper understand-
ing of the status of chemical elements in the nature. A biogeochemical cycle
results from the integration of several biological, chemical and physical proces-
ses. All microorganisms carry out many unique reactions of geochemical sig-
nificance [1].

Biogeochemistry is a multidisciplinary science. The relationships between
the different sciences, which are represented by circles, can be illustrated by
a diagram on Fig. 1

Manganese is the second most abundant transition metal after iron in the
earth’s crust. The cycling and movement of iron and manganese in natural
systems depend on their redox chemistries. Eh-pH stability diagrams for man-
ganese and iron at 25°C and activity of 10“5 M have been derived from
thermodynamic data (Fig. 2).

Microorganisms have been implicated in transformations of both man-
ganese and iron in soils and aquatic environments. Tab. 1 includes a list of both
iron and manganese-oxidizing and -reducing microorganisms. Several different
mechanisms have been proposed for the transformation of both manganese
and iron from one valence state to another by microorganisms. The process of
enzymatically catalyzed iron biooxidation by Thiobacillusferrooxidans bacteria
is illustrated by a scheme at Fig. 3. The mechanism of microbial formation of
oxidized manganese minerals in aquatic environments has been described. En-
vironmental conditions of pH, Ep, Mn(ll) and Fe(lll) concentrations and temp-
erature have a strong influence on the form of manganese minerals [7]. Man-
ganese minerals (todorokite, birnessite) observed in marine sediments and
nodules are of microbial origin.

Marine ferromanganese nodules contain significant concentration of co-
balt, some of rare earth elements, and other trace elements (Tab. 2). Bacteriolo-
gical investigations of ferromanganese nodules indicate that the microbial po-
pulations are complicated [14]. Ocean-floor manganese nodules have recently
attracted considerable interest as a source of such important metals as nickel,
copper, cobalt, manganese and many more. A number of processes that follow
pyrometallurgical and hydrometallurgical routes have been reported [14-17].
However, the hydrometallurgical processing routes are considered to be more
economical. The results of leaching experiments with the use of dilute hydro-
chloric acid, ammonia and ammonium sulphate solutions are discussed.
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WSTEP

Takie pierwiastki chemiczne, jak wegiel, wodor, tlen, azot, krzem, glin,
zelazo, mangan, wapn, magnez, siarka i fosfor stanowig gtéwne sktadniki
zwigzkéw chemicznych tworzacych skorupe ziemska, oceany i atmosfere. Te
same pierwiastki tworzg zwigzki chemiczne bedace elementami zywych organi-
zmo6w. Ta oczywista prawda pozwala przyblizy¢ pojecie biogeochemii jako
dziedziny wiedzy, ktéra swoimi korzeniami siega do chemii, geologii i biologii.
Biogeochemia ma Scisty zwigzek z ekologig i metalurgia, a zwkaszcza biohy-
drometalurgig. Rys. 1 przedstawia diagram obrazujacy powigzania biogeoche-
mii z innymi pokrewnymi dyscyplinami nauki.

Jednym z wazniejszych celéw biogeochemii jest wyjasnienie roli, jakg od-
grywajg mikroorganizmy w tworzeniu i wietrzeniu skat oraz w powstawaniu
i degradacji gleb. Potaczenie fizjologicznej dziatalnosci zywych organizméw
z procesami chemicznymi, fizycznymi i geologicznymi, zachodzgcymi w przyro-
dzie, powoduje statg redystrybucje pierwiastkdw chemicznych w biosferze. Pro-
ces migracji pierwiastkdbw chemicznych w biosferze okresla cykl biogeoche-
miczny danego pierwiastka [1, 2].

Celem pracy jest pokazanie, na przykfadzie wybranych zwigzkéw man-
ganu i zelaza, drogi, jaka te pierwiastki odbywajg w swoich biogeochemicznych
cyklach. Jednoczesnie zostanie oméwiony sposéb, w jaki powstajg konkrecje
manganowo-zelazowe na dnie zbiornikbw wodnych i mozliwosci ich metalur-
gicznego wykorzystania.
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BIOGEOCHEMICZNY CYKL PIERWIASTKOW

W 1971 r. Odum [3] wprowadzit do literatury naukowej pojecie biogeo-
chemiczny cykl pierwiastkéw chemicznych (ang. biogeochemical cycle of ele-
ments). Zgodnie z koncepcjg Oduma, wiekszo$¢ pierwiastkéw chemicznych
podlega statej cyrkulacji w biosferze. Wyrézniat tez dwa gtéwne cykle bio-
geochemiczne: cykl gazowy i cykl osadowy.

W cyklu gazowym gtdwnym osrodkiem, w ktérym realizowany jest ruch
pierwiastkéw chemicznych, jest atmosfera ziemska, ale takze pozostajgca z nig
w Scistym kontakcie biosfera. Miejscem, w ktérym zachodzi cykl osadowy, jest
powierzchniowa warstwa skorupy ziemskiej zwana litosferg. Sitg sprawcza cyr-
kulacji pierwiastkéw chemicznych jest energia, gtdwnie energia stoneczna. Bio-
geochemiczny cykl pierwiastkéw jest wynikiem zachodzenia kolejnych biolo-
gicznych, chemicznych i fizycznych procesow, ktére taczg w jedng catos¢ hy-
drosfere z litosferg i atmosfera.

Kazdy biochemiczny cykl danego pierwiastka chemicznego ma jak gdyby
dwa przeciwlegte bieguny. Jeden biegun stanowig formy zredukowane danego
pierwiastka chemicznego, a drugi biegun zawiera formy utlenione tego pier-
wiastka. Dla przykfadu, najwazniejszy cykl w przyrodzie, cykl wegla, ma na
jednym biegunie takie formy utlenione, jak C 02 ktory znajduje sie w atmo-
sferze i w hydrosferze, oraz jony COf- i HCOJ, znajdujace sie w hydro-
i litosferze. Drugi skrajny biegun cyklu weglowego tworzy rodzina zwigzkéw
organicznych wegla wystepujacych w biomasie. Wspomniane wczesniej procesy
biologiczne, chemiczne i fizyczne realizowane sg za posrednictwem zywych
mikroorganizmow i wspomagane takimi procesami fizykochemicznymi, jak:
powstawanie osadow, erozja skat, migracja czastek koloidalnych [4].

GEOCHEMIA MANGANU | ZELAZA

Zelazo i mangan naleza do grupy pierwiastkow syderoficznych. Do tej
samej grupy zaliczane sg takie pierwiastki, jak otéw, cynk, miedz, kobalt i ni-
kiel. Wszystkie wystepuja na kilku r6znych stopniach utlenienia, dlatego proce-
sy utleniania i redukcji odgrywajg najwazniejszg role w biogeochemicznych
cyklach tych pierwiastkow.

Obszary istnienia stabilnych form zelaza i manganu wynikajgce z warun-
kow przebiegu proceséw oksydacyjno-redukcyjnych najlepiej rozpatrywaé na
podstawie diagraméw Eh-pH.

Jak wida¢ z przedstawionych diagraméw Eh-pH, zelazo utlenia si¢ przy
nizszym potencjale redoks niz mangan w szerokim zakresie pH (5-10). Oznacza
to w praktyce, ze jony Mn2+ pozostajg bardziej stabilne niz jony Fe2+ w tych
samych warunkach fizykochemicznych (pH, temperatura, Eh). Energia uzys-
kiwana przy utlenianiu zwigzkéw zelaza(ll) jest wyzsza od energii utleniania
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PH

Rys. 2. Diagramy Eh-pH dla zelaza i manganu

Tabela 1. Mikroorganizmy uczestniczace w procesach bioudeniania i bioredukcji

zelaza i manganu

Procesy bioudeniania

Zelazo

Thiobacillus ferrooxidans
Ferrobacillus sulfooxidans
Acetobacter xylinum
Thiobacillus acidophilus
Thiobacillus thiooxidans
Acidiphilium cryptum
AcidiphUium organovorum
Acidiphilium angustum
Acidiphilium facilis
Acidiphilium rubrum
Leptospirillum ferrooxidans
Sulfobacillus thermosulfidooxidans
Sulfolobus acidocaldarius

Mangan

Hyphomicrobium manganoxidans
Pseudomonas manganoxidans
Arthrobacter siderocapsulatus
Leptothrix discophora
Metallogenium

Arthrobacter citreus
Arthrobacter globiformis
Arthrobacter simplex
Citrobacter freundii
Pedomicrobium

Pseudomonas Ej
Pseudomonas

Oceanospirillum

761

manganu(ll), co sprawia, ze w procesie utleniania biologicznego zwigzkow ze-
lazawi) uczestniczg zar6wno mikroorganizmy heterotroficzne, jak i autotroficz-
ne. W procesie biologicznego utleniania zwigzkéw manganu(ll) moga uczest-
niczy¢ jedynie mikroorganizmy heterotroficzne, ktére braki energetyczne uzu-
petniajg pozywka organiczng. Latwos¢, z jakg procesy bioutleniania i biore-
dukcji zwigzkoéw zelaza(Il) i manganu(ll) moga zachodzi¢ w biosferze, powodu-
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cd. tabeli 1

Zelazo

Bacillus polymyxa
Bacillus circulons
Bacillus megatherium
Bacillus centrospoTus
Bacillus mycoides
Bacillus mesentericus
Escherichia freundii
Enterobacter aerogenes
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas liquefaciens

Z. SADOWSKI

Procesy bioredukcji

Mangan

Bacillus 29

Coccus 32

Bacillus circulons
Bacillus polymyxa
Bacillus mesentericus
Bacillus mycoides
Bacillus cereus
Bacillus centrosporus
Bacillus filaris
Arthrobacter

Vibrio Alteromonas putrefaciens
Desulfovibrio desulfuricans Pseudomonas liquefaciens
Desulfotamaculum nigrificans Acinetobacter certicus

je, ze jest to sposob, w jaki przyroda tworzy lub przeksztatca wiele mine-
ratow [4],

W tab. 1zostaty zebrane wazniejsze mikroorganizmy uczestniczace w pro-
cesach bioutleniania i bioredukcji zelaza i manganu.

MECHANIZMY BIOUTLENIANIA | BIOREDUKCJI MANGANU

Jak widac¢ z diagramow Eh-pH, w normalnych warunkach w zakresie pH
6-9, mangan wystepuje w roztworach wodnych jako Mn2+ i MnOH +. Mecha-
nizmy mikrobiologicznego utleniania manganu(ll) mozna podzieli¢ na dwie
grupy: utlenianie enzymatyczne i utlenianie bez udziatu enzymow.

Obserwacja mikroorganizmow, ktére dziatajg zgodnie z enzymatycznym
procesem utlenienia, pozwala na zaszeregowanie tych mikroorganizméw do
trzech roznych grup. Do grupy pierwszej nalezy zaliczy¢ bakterie, ktore utle-
niajg jony manganu (Mn2+) znajdujace sie w roztworze. Bakterie te uzywajg
tlenu jako akceptora elektronéw oraz czerpig energie bezposrednio z reakcji
utleniania. Proces utleniania jonéw Mn2+ odbywa sie¢ wewnatrz btony cyto-
plazmatycznej i jest sprzezony z syntezg ATP (adenozynotrifosforanu). Proces
bioutleniania manganu(ll) obrazuje nastepujgca reakcja chemiczna

Mn2+ + iIH2 +i02= MnOz+ 2H+.

Druga grupg mikroorganizméw zdolnych do utleniania manganu sg te
drobnoustroje, ktore utleniajg mangan(ll) potagczony z manganem(1V). Takie
potgczenie wystepuje w tlenku zelazowo-manganowym, a takze w mineratach
glinokrzemianowych, takich jak montmorylonit i kaolin [5], Przebieg reakcji
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bioutleniania mozna przedstawi¢ w formie nastepujacej reakcji chemicz-

MnMn03+ i0Oz+ 2H2D = 2H2Mn03.

Bakterie, ktére utleniajg jony Mn2+ za pomoca generowanego metaboli-
cznie nadtlenku wodoru, zaliczane sg do trzeciej grupy mikroorganizméw bio-
utleniajacych mangan(ll). Nadtlenek wodoru produkowany jest przy udziale
enzymu zwanego katalazg. Proces enzymatycznego utleniania realizowany
z udziatem katalazy mozna zobrazowa¢ nastepujgcym réwnaniem reakcji:

Mn2+ + H20 2= MnOz + 2H+.

Utlenianie manganu(ll) bez udziatu enzyméw mozliwe jest przy spetnieniu
okreslonych warunkoéw przez $Srodowisko, w ktérym proces utleniania ma
przebiega¢. Warunki te to: pH roztworu wieksze od 8, Eh przewyzsza¢ musi
warto$¢ 500 mV, a stezenie jondw manganu musi by¢ wyzsze od 0,01 ppm.
Rolg mikroorganizméw w tym wypadku jest wytworzenie odpowiednich wa-
runkéw fizykochemicznych, a takze produkcja metabolitéw, ktére spowoduja
chemiczne utlenienie manganu(ll). Dla przyktadu, Streptomyces pilosus produ-
kuje rozpuszczalne wwodzie estry celulozy, ktére sg odpowiedzialne za utlenie-
nie manganu(ll) [5].

Podobnie jak proces bioutleniania, rowniez proces bioredukcji manga-
nu(lV) moze byé prowadzony z udziatem lub bez udziatu enzyméw. Przyktado-
wo, bakterie Bacillus 29 sg zdolne redukowa¢ M n02 przy uzyciu glukozy jako
donoru elektronéw [6]. Warunkiem realizacji procesu redukcji MnOzjest uzy-
skanie pH $Srodowiska rownego 2, co jest osiggalne przez rozktad glukozy do
kwasow organicznych. Przebieg procesu bioredukcji MnOz mozna przedstawic¢
nastepujacymi réwnaniami reakcji:

glukoza -»ne- + nH+ 4-produkt koncowy rozktadu,
n/2MnOz + ne~ + nH+ —a/2Mn(OH)z2,
n/2Mn(OH)2+ nH+ -+n/2Mn2+ + nH20.

Mechanizm bioredukcji MnOz bez udziatu enzyméw zaktada, ze produ-
kowane przez mikroorganizmy metabolity bedga penic¢ role reduktora. Bakterie
Escherichia coli np. produkujg kwas mréwkowy, ktory jest w stanie zreduko-
wa¢ Mn02 zgodnie z nastepujaca reakcja:

3H+ + HCOCT + Mn02= Mn2+ + C02+ 2H20.

Podobny proces posredniej redukcji manganu(lV) mozna zrealizowa¢ za
pomocg mikrogrzyba Aspergillus niger. Zjawisko to znalazto praktyczne za-
stosowanie w procesie biotugowania ubogich rud manganowych [7]. Testy
kolumnowe pokazaty, ze 99% manganu zostaje wytugowane za pomocg grzy-
ba Aspergillus niger w ciggu 51 tygodni z rudy zawierajacej 3,6% Mn.
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MECHANIZMY BIOUTLENIANIA | BIOREDUKCJI ZELAZA

Mikroorganizmy zdolne do utleniania zelaza(ll) mozna podzieli¢ na cztery
grupy. W skiad pierwszej grupy wchodzg autotroficzne bakterie utleniajgce
zelazo(ll) w srodowisku kwasnym (pH = 2,0). Typowym przedstawicielem tej
grupy mikroorganizmow jest Thiobacillusferrooxidans. Mechanizm enzymaty-
cznego utleniania zelaza(ll) za pomocg bakterii T.ferrooxidans zostat schema-
tycznie przedstawiony na rys. 3.

2Fe2 -*2Fe3+

Rys. 3. Schemat procesu bioutleniania zelaza(ll)

Zgodnie z tym schematem proces utleniania zelaza(ll) przebiega na Scianie
komorki mikroorganizmu. Elektrony uzyskane z procesu utleniania zelaza(ll)
do zelaza(lll) przenoszone sg do wnetrza btony cytoplazmatycznej. W trans-
porcie elektronéw uczestniczy cytochrom c, nastepnie kompleks biatkowy, a na
koncu oksydaza cytochromowa. Zredukowana forma oksydazy cytochromo-
wej reaguje z tlenem, dajac w rezultacie czasteczke wody [8]. Przeniesieniu
elektronu do wewnetrznej czesci btony cytoplazmatycznej towarzyszy trans-
port protonu do zewnetrznej czesci btony. W proces przeniesienia protonéw
zaangazowane sg fosforany nukleozydéw. Jedna para protonéw umozliwia
synteze jednej czasteczki adenozynotrifosforanu (ATP) z réwnoczesnym wy-
dzieleniem czgsteczki wody (rys. 3).

Do drugiej grupy mikroorganizméw utleniajagcych zelazo(ll) zalicza si¢ te
drobnoustroje, ktore sg zdolne prowadzi¢ proces utleniania w Srodowisku neu-
tralnym, tworzac skupiska wodorotlenku zelaza(lll) i manganu(lV) (ochra).
Mikroorganizmy tej grupy nazywane sg czesto zelazobakteriami (ang. iron
bacteria), a naleza do niej: Gallionelta, Metallogenium, Leptothrix i Siderocapsa.
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Organokompleksy zelaza(ll) i manganu(ll) sg utleniane w $Srodowisku
obojetnym lub stabo zasadowym przez mikroorganizmy zaliczane do trzeciej
grupy. Przyktadem moze byé Pedomicrobium ferrugineum, ktére uwalnia jony
zelaza i manganu z kompleksow, a nastepnie utlenia. Dziatanie tego typu bak-
terii prowadzi do powstania konkrecji manganowo-zelazowych na dnie zbior-
nikdw wodnych [9].

Czwartg grupe mikroorganizméw tworza te drobnoustroje, ktore sg w sta-
nie zniszczy¢ metaloorganiczne kompleksy zelaza, ale nie moga zmienic¢ stop-
nia utleniania zelaza(ll). Speiniajg one funkcje pomocniczg w procesie bio-
utleniania zelaza(ll).

Proces bioredukcji zwiazkéw zelaza(ll) moze byé prowadzony zaréwno
przez mikroorganizmy autotroficzne, jak i heterotroficzne. W $rodowisku bez-
tlenowym lub przy dostepie tlenu drobnoustroje redukujg zelazo(lll) do zela-
zawi). Mikroorganizmy, kt6re uczestnicza w procesie redukcji to: Bacillus cir-
culons, Bacitlus mégathérium i Aerobacter aerogenes. Istotnym elementem pro-
cesow bioredukcji zelaza(lll) jest obecnos¢ chelatotwoérczych mikroorgani-
zmow, ktére produkujac metabolity zdolne sg do tworzenia chelatéw z udzia-
tem zredukowanego zelaza(ll).

Powstanie siarczkéw zelaza FeS i FeS2 zwigzane jest takze z redukujacym
dziataniem mikroorganizméw Desulfovibrio. Bakterie Desulfovibrio redukujgc
siarczany produkujg siarkowodor, ktdéry reagujac ze zwigzkami zelaza dopro-
wadza do powstania siarczkéw [10].

POWSTAWANIE KONKRECJI
MANGANOWO-ZELAZOWYCH W AKWENACH

Procesy oksydacyjno-redukcyjne z udziatem zelaza i manganu zachodzg
w glebie i w zbiornikach wodnych. Powodujg one statg cyrkulacje tych pier-
wiastkéw w zaleznosci od warunkow fizykochemicznych istniejagcych w danej
czesci akwenu czy w warstwie gleby.

W zbiornikach stodkowodnych, gdzie woda jest stojaca lub o matym prze-
ptywie, np. jeziora, zbiorniki retencyjne, w okresie letnim nastepuje rozwarst-
wienie termiczne, okre$lane mianem stratyfikacji [11]. Ksztattujg sie na ogo6t
dwie warstwy. Warstwa goérna nosi nazwe epilimnion, warstwa denna za$ to
hypolimnion. Warstwy te rozdziela cienka strefa przejsciowa zwana termokling.
Wody warstwy gornej nie mieszajq sie z wodami warstwy dolnej. Brak wymiesza-
nia sprawia, ze wody dwdch warstw roznig sie gestoscia, temperaturg i zawartos-
cigtlenu. R6zna zawarto$¢ tlenu, a takze jonow i zwigzkdw organicznych sprawia,
ze mikroorganizmy zyjace w strefie powierzchniowej roznig sie od drobno-
ustrojow zyjacych w strefie dennej. Wody strefy powierzchniowej majg pH okoto
8,5, a obfito$¢ rozpuszczonego tlenu sprzyja procesom utleniania. Warstwa denna
praktycznie pozbawionajest tlenu. Procesy gnilne substancji organicznej stwarza-
ja dogodne warunki do redukcji zwigzkéw manganu(lV).
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Baci [lus circul ans

Bacillus polymyxa

Rys. 4. Cyrkulacja manganu w wodach jeziora

Z przedstawionej na rys. 4 cyrkulacji manganu w zbiorniku wodnym wi-
da¢, ze mangan w strefie powierzchniowej wystepuje gtéwnie w formie jonowej
jako Mn2+. Oprocz manganu(ll) mozna takze spotkac czasteczki tlenku man-
ganu M n02 Do strefy dennej sedymentujg czastki wytrgconego tlenku man-
ganu(lV), ktére ulegaja redukcyjnemu rozktadowi na dnie akwenu. Proces ten
bez udziatu mikroorganizméw, jonow zelaza(ll) i siarczkéw zachodzi bardzo
wolno. Jednakze wszystkie te elementy, ktére dziatajg katalizujgco na proces
redukcji, znajdujg sie w osadzie dennym akwenu.

Mikroorganizmy, ktdére uczestniczg w utlenianiu jonéw Mn2+ w stre-
fie powierzchniowej to Metallogenium i Siderocapsa. Podstawowym reduk-
torem w strefie dennej jest materia organiczna, ktéra po sedymentacji na dno
akwenu ulega procesowi rozkiladu (fermentacja beztlenowa). Elektrony po-
trzebne do redukcji generowane sg w procesie beztlenowego utlenienia
octanu do C02 i H20. Redukujag one mangan(lll) do manganu(ll), kté-
ry w formie jonowej migruje do warstwy powierzchniowej akwenu. Reduk-
cja manganu(lV) zachodzi w zewnetrznej czeSci btony cytoplazmatycznej
komarek drobnoustrojow, gdzie dochodzi do nastepujacej reakcji dyspropor-
cjonowania:

Mn2+ + MnOa + 2H20 =>2Mn3++40H~ + ...

Dystrybucja manganu w morzach i oceanach nie jest rownomierna. Szacu-
je sie [2], ze w osadach dennych znajduje sie 1,4-1015 ton manganu, w kon-
kretach Mn-Fe 3,1+1011 ton, w roztworze w formie jonéw Mn2+ 1,8 109 ton.
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Konkrecje Mn-Fe, ze wzgledu na stosunkowo tatwy sposob ich pozyskania,
moga stanowi¢ bogate zrodio tego pierwiastka. Mangan w konkrecjach wy-
stepuje gtéwnie na czwartym stopniu utlenienia w formie dwoch mineratow
tlenkowych — birnezytu i todorokitu [12]. Birnezyt jest forma przewazajaca
w sktadzie konkrecji wydobywanych z dna ptytkich akwendéw, todorokit domi-
nuje w tzw. konkrecjach gtebinowych. Konkrecje sg bogatym skupiskiem drob-
noustrojoéw i to zaréwno bakterii utleniajgcych (13-18%), jak i redukujgcych
(okoto 50%). Oprocz dwoch gtownych sktadnikéw (Mn, Fe), konkrecje zawie-
rajg wiele innych cennych pierwiastkow. Typowy sktad konkrecji wydobytych
z dna Pacyfiku przedstawiono w tab. 2.

Tabela 2. Sktad konkrecji manganowo-zelazowych
z obszaru Pacyfiku [2]

Pierwiastek Zawartose Pierwiastek Zawartosc
[%] [%0]
Mangan 24,2 Krzem 9,4
Zelazo 14,0 Glin 2,9
Kobalt 0,35 Wapn 19
Miedz 0,52 Potas 0,18
Nikiel 0,99 Tytan 0,67
Magnez 2,9 Bar 0,18
Sod 2,6 Otow 0,09

Mechanizm powstawania konkrecji Mn-Fe zaklada duze nagromadzenie
sie jonéw Fe3+ i Mn2+ w wodach warstwy powierzchniowej akwenu. Obec-
nos¢ tych jonow jest wynikiem proceséw geofizycznych zachodzacych w da-
nym zbiorniku. Sg to: erupcje podwodnych wulkanéw, erozja skat na dnie
oceanu, dziatalno$¢ hydrotermalna i migracja jonéw zelaza(ll) i manganu(ll)
z osadow dennych do strefy powierzchniowe;j.

Utlenianie jondw manganu i zelaza w strefie wod powierzchniowych to
wstepny etap powstawania konkrecji. Drobnoustroje uczestniczgce w procesie
powstawania konkrecji mogg wptywaé bezposrednio lub posrednio na proces
utleniania. Sposob, w jaki mikroorganizmy uczestnicza w procesie utleniania
zelaza(ll) i manganu(ll) opisano w poprzednich rozdziatach.

Heterotroficzne bakterie powodujg wytracenie wodorotlenku zelaza(lll)
w warunkach pH 7,0-7,5. Wytragcony wodorotlenek zelaza jest sorbentem jo-
néw Mn2+, ktore ulegaja utlenieniu do M n02 W takich warunkach powierz-
chnia tlenku manganu jest ujemnie natadowana, co sprzyja adsorpcji kationéw
innych metali znajdujacych sie w wodzie.

Plankton, ktéry takze akumuluje jony metali ciezkich, jest no$nikiem tych
metali na dno akwenu. Smier¢ planktonu powoduje rozktad substancji organi-
cznej i uwolnienie tych metali w strefie dennej. Proces ten wspomaga powsta-
wanie konkrecji manganowo-zelazowych [13].
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KONKRECJE JAKO SUROWIEC DLA METALURGII

Konkrecje manganowo-zelazowe od przeszto dwudziestu lat sg przed-
miotem zainteresowania hydrometalurgii [14, 15]. Dzieje sie tak dlatego,
ze konkrecje sg bogate w takie pierwiastki, jak miedz, nikiel i kobalt. Pierwot-
nie dla celéw przerdbczych uzywane byly konkrecje o duzej zawartosci tych
metali, np. Cu 2,3%, Ni 1,9%, Co 0,2% przy zawarto$ci manganu do 36%
i zelaza 8,5% [14], Obecnie te wymagania ulegly znacznemu obnizeniu.
Konkrecje uzyte do tugowania amoniakalnego zawieraty: 0,97% Cu, 0,91%
Ni, 0,11% Co, 5,8% Fe i 26,8% Mn [16], Podobnie jak dwa gtéwne sktadni-
ki konkrecji, miedz, nikiel i kobalt wystepujg w konkrecjach w formie tlen-
kéw Nid0 4, CuO, Co20 3. Badania za pomocg mikroskopu elektronowego
[14] wykazaty, ze nikiel i miedZ sg zwigzane z tlenkiem manganu, pozo-
state pierwiastki (Co, Ti, i Zn) sg powigzane z tlenkami zelaza FeO(OH)
i Fe20 3

Prace nad metalurgicznym przerobem konkrecji manganowo-zelazo-

wych rozwinely sie w dwdéch zasadniczych kierunkach. Jednym z tych Kie-
runkéw jest koncepcja hydrometalurgicznego odzysku metali [16,17]. Zaktada
on zastosowanie niskotemperaturowych proceséw roztwarzania konkrecji
w kwasach [17], w roztworze amoniaku z siarczanem amonu [16] lub w roz-
tworach reduktoréw Fe2+ lub SOz. Drugi kierunek przerobu konkrecji opierat
sie na metodach pirometalurgicznych, redukcji weglem, chlorowania i segrega-
cji [14]-
: [Dlia’ranie stezonym kwasem siarkowym pozwolito na wylugowanie
w okoto 80% miedzi i niklu bez roztwarzania manganu. Ponad potowa kobal-
tu jednak pozostawata w konkrecjach. Inng niedogodnoScia procesu jest duze
zuzycie odczynnika tugujgcego (ok. 0,3 tony kwasu na tone konkrecji). Za-
stosowanie stezonego kwasu solnego (11 M) do tugowania konkrecji wymaga
dodania chlorkdw (NaCl lub MgClI2) lub siarczanu sodu. Taki roztwér tuguja-
cy zapewnia 96% odzysk miedzi, 95% odzysk niklu i 92% odzysk kobal-
tu [17].

tugowanie mieszaning amoniaku z siarczanem amonu wymagato wczes-
niejszego ogrzania konkrecji do temperatury 80-120°C przez 30-60 minut
[16]. Dodanie siarki w ilosci 0,15 g na gram konkrecji pozwolito uzyskaé
dobre warunki tugowania. Odzysk niklu byt 95%, miedzi 80% i kobaltu 70%.
Wysoki koszt ogrzewania konkrecji do temperatury 120°C czyni te metode
dos¢ kosztowna.

Metody pirometalurgiczne pozwalajg na odzysk wszystkich metali znaj-
dujacych sie w konkrecjach, lecz przy niskiej selektywnosci. Otrzymywane po
procesie pirometalurgicznym stopy metali towarzyszacych z zelazem wymagaja
dalszej kosztownej przerdbki hydrometalurgicznej.
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PODSUMOWANIE

Mikrobiologiczna transformacja zelaza i manganu stanowi najwazniejszy
element w biogeochemicznym cyklu tych pierwiastkdw chemicznych w przyro-
dzie. Oba cykle w formie uproszczonej przedstawiono na rys. 5.

Zelazo(11) i mangan(l1) moga by¢ bioutleniane z udziatem lub bez udziatu
enzymow. Tworzenie mineratow, takich jak ochra, todorokit lub birnezyt, to-
warzyszy biogeochemicznym przemianom zelaza i manganu. Mangan(lV)

Utlenianie biologiczne iub chemiczne

Todorokit Birnezyt

Mn3{mleczan)
MnOOH
M~”Oj

Mn3C>4

Rys. 5. Cykl biogeocbemiczny zelaza i manganu



770 Z. SADOWSKI

i zelazo(lll) sg enzymatycznie redukowane do zelaza(ll) i manganu(ll). Po-
wstajgce w ten sposob jony zelaza(ll) sg stabilizowane przez tworzenie zwigz-
kow kompleksowych. Ligandami w tych zwigzkach sg szczawiany i cytryniany
bedace produktami przemian metabolicznych wielu mikroorganizmow.

Obfite zasoby konkrecji manganowo-zelazowych znajdujace sie na dnie
oceandéw moga dostarcza¢ cennego surowca metalurgicznego. Znaczna ilos¢
cennych pierwiastkow towarzyszacych, znajdujacych sie w konkrecjach, powo-
duje dodatkowgq atrakcyjnosé tego surowca. W fazie badan laboratoryjnych sa
metody piro- i hydrometalurgicznego przerobu tego surowca.

Praca zostata sfinansowana w catosci przez grant KBN 3 P4 0300506.
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ABSTRACT

Present state of understanding of the mechanism of the hydrogen-ene
reaction when the enophile is singlet oxygen is discussed. Allyl hydroperoxides
are important species both from the chemical and biological points of view.
They are formed when an alkene reacts with singlet oxygen [2, 7, 8] and there
is good evidence from stereochemical and hydrogen isotope studies that this
reaction proceeds through an intermediate ene-enophile complex, which then
undergoes internal hydrogen transfer [17-19]. The reaction usually gives a sin-
gle allylic isomer. In 1958, Schenck [9] showed that 5a-A6-hydroperoxide
which is formed by the singlet oxygenation of cholesterol rearranged in
a non-polar solvent to the 7a-A5-hydroperoxide. Presumably rearrangements
of this type are as ubiquitous as the hydroperoxides themselves but, despite the
importance of these systems, these reactions are only poorly recognised and
even less understood. Only some ten examples of the rearrangement have as yet
been recognised, and half of these relate to congeners of cholesterol. In general,
the products of singlet oxygenation appear to rearrange to the products of
triplet oxygenation. The reaction is well established to involve the intermediate
radicals, but the detailed mechanism is still a matter of speculation [11-15]. It
has been found that singlet oxygen and allyl hydroperoxides formed in cells of
our bodies have toxic properties and they are known to cause several diseases.
However, vitamins C, E and A act as natural antioxidants. Some medical
aspects of the mentioned above problems are discussed. Skin injuries as bruises,
overcolourings and blisters are very often caused by reactions of singlet oxygen
generated in our bodies by a solar radiation [1,29]. Singlet oxygen may be also
produced by stimulated phagocytes, mainly in catalysed reactions [31-33].
Peroxidation of lipids is assumed as a main source of toxic properties of singlet
oxygen metabolites [1]. Recently, researchers focused their attention on toxic
properties of the oxidized LDL fraction [34—36]. Oxidation of LDL is an
important factor in the pathogenesis of atherosclerosis [37-41], However, the
reactivity of singlet oxygen may be applied in treatment of herpes, jaundice of
infants and psoriasis [1].
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WSTEP

W ostatnich latach wiele uwagi poswiecono metabolizmowi tlenu. Wyka-
zano, ze czasteczka tlenu moze ulega¢ w organizmie petnej redukcji do czas-
teczki wody lub stopniowej redukcji poprzez jednoelektronowe etapy. Efektem
tych proceséw jest powstawanie reaktywnych form tlenu —RFT, w tym m.in.
tlenu singletowego 0 2, anionorodnika nadtlenkowego O j', nadtlenku wodoru
H20 2 tlenku azotu, dwutlenku azotu oraz innych produktéw. Reaktywne for-
my tlenu reagujg w sposéb niespecyficzny ze sktadnikami komoérek, modyfiku-
jac je i uszkadzajac. Organizmy wytworzyty wiele mechanizméw obronnych
przed dziataniem RFT —sg to zarowno niskoczasteczkowe antyoksydanty, jak
i biatka enzymatyczne. Nadmierny wzrost stezenia reaktywnych metabolitow
tlenu moze by¢ przyczyna molekularnych zaburzeri prowadzacych do rozwoju
takich choréb, jak miazdzyca, cukrzyca, choroby nowotworowe oraz proceséw
wspomagajacych zmiany martwicze w miesniu sercowym i tkance mézgowej
w czasie dokonywania sie zawatu. Reaktywne formy tlenu biorg udziat takze
w procesach starzenia [1]. Prawdopodobnie dlatego mechanizm reakcji eno-
wych tlenu singletowego wzbudza tak duze zainteresowanie. Jest wiele dowo-
déw pochodzacych z badan stereochemicznych, ze reakcje te zachodzg poprzez
posredni kompleks enowo-enofilowy, ktéry nastepnie podlega wewnatrzczas-
teczkowemu transferowi wodoru [2]. Zaklada sig, ze analogiczny kompleks
tworzy sie z pochodnymi metaloallilowymi.

Wodoronadtlenki allilowe otrzymane w wyniku utleniania alkenéw lub
diendw przy uzyciu tlenu singletowego majg duze znaczenie chemiczne, prze-
mystowe i biologiczne.

BADANIA NAD FOTOCHEMICZNYM UTLENIANIEM OLEFIN
| WLASNOSCIAMI WODORONADTLENKOW ALLILOWYCH

W naturalnych warunkach proces utleniania prowadzacy do otrzymania
wodoronadtlenkéw allilowych zachodzi przy udziale tlenu w stanie trypleto-
wym. W warunkach laboratoryjnych siega sie czesto do metody fotochemicznej
przy udziale tlenu w stanie singletowym. Utlenianie tego typu polega na na-
Swietleniu roztworu nasyconego tlenem i zawierajacego monoolefine lub dien
Swiattem absorbowanym przez sensybilizator znajdujacy sie w mieszaninie rea-
kcyjnej. Historia badan dotyczagcych procesu wzbudzania tlenu do stanu sing-
letowego ma z g0Org szescdziesiat fat. Nalezy tu wspomnieé o pracach Kauts-
kiego [3], Gollnicka [4] i Arnolda [5], a takze nowszych Halliwella czy Siesa
[6]. Tlen singletowy powstaje w wyniku wzbudzenia czasteczek tlenu, czyli
dostarczenia energii wystarczajacej do przegrupowania elektronéw, by zostaty
one sparowane i wypadkowy spin czasteczki wynosit zero. Przegrupowanie
takie moze dokonac sie na dwa sposoby, prowadzac do tlenu singletowego

2 — Wiadomoéci Chemiczne 11-12/97



774 W. J. KINART, C M. KINART, J. M. KOZAK-MICHALOWSKA, E. $NIEC

delta 1A 2 lub tlenu singletowego sigma IX¢0 2 Energia tlenu singletowego
sigmajest wyzsza niz energia tlenu singletowego delta. Obie te formy rdznig sie
tez okresem poéttrwania w roztworach wodnych.

Przebieg reakcji fotoinicjowanego utleniania olefin zalezy gtéwnie od efek-
tow sterycznych, elektronowych i konformacyjnych substratu. Tak np. Goll-
nick [7] i Schulte-Elte [8] stwierdzili, badajgc trialkilomonoolefmy, ze produk-
tem fotochemicznego utleniania jest trzeciorzedowy wodoronadtlenek.

Wzbudzony singletowy tlen jest elektrofilem i szybkos¢ jego reakcji z utle-
nianym alkenem zalezy od charakteru podstawnikéw. Same za$ wodoronad-
tlenki allilowe otrzymywane droga utleniania alkenéw tlenem singletowym ule-
gaja procesowi przegrupowania, ktéry ma charakter procesu wolnorodni-
kowego.

W 1958 r. Schenck [9] wykazal, ze 5a-hydroperoksy-3P-hydroksycho-
lest-6-en, ktory powstaje w wyniku utlenienia cholesterolu tlenem w stanie
singletowym, przegrupowuje sie¢ w niepolamych rozpuszczalnikach do 7a-hyd-
roperoksy-3P-hydroksycholest-5-enu. Wiele przyktadow takich reakcji zostato
gruntownie opisanych w literaturze, a potowa z nich odnosi sie¢ do pochodnych
cholesterolu. Schenck stwierdzit, ze wspomniane przegrupowanie byto katali-
zowane za pomocg nadtlenku benzoilu i naswietlania $wiattem. Sche-
mat 1 przedstawia to przegrupowanie:
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Smith [10] zidentyfikowat dalszy etap tego procesu (schemat 2).

©) @

Schemat 2

Schenck zaktadat, ze przegrupowanie (2) —(3) zachodzito poprzez wolne
rodniki (6) i (7) i rodnik |,2-dioksolano-4-ylowy (9) (schemat 3).

*H + oH -
OOH H 00 00 " HOO

©) © ™ ®

0—0

(109 (11)
Schemat 3

Ten model byt poczatkowo proponowany réwniez przez Brilla [11]. Jed-
nakze w pozniejszej swej pracy Brill [12], a takze Porter [13], dostarczyli
dowoddéw przeciwko modelowi zakfadajgcemu powstawanie w stanie przejs-
ciowym wolnego rodnika z niesparowanym elektronem zlokalizowanym na
weglu. Brill [12] postulowat tym razem, ze wolne rodniki (6) i (7) nie wystepuja
w stanie przejsciowym, za$ utrata atomu wodoru z hydroperoksylowej grupy,
w przypadku (5) i (8), prowadzi do stanu posredniego (10), w ktérym nie-
sparowany elektron jest zlokalizowany na antywigzacym 7t-orbitalu tlenu. Po-
rter [14] stwierdzit natomiast, ze gdy mieszanina A8~10-wodoronadtlenku
i Al°-9-wodoronadtlenku (otrzymanych w wyniku utleniania kwasu oleinowe-
go i ulegajgcych wzajemnym przegrupowaniom) przechowywana byta w atmo-
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sferze 180 2, to nie zaobserwowano nawet po dtuzszym czasie wigczania ,,zna-
czonego” tlenu w sktad badanych wodoronadtlenkéw. Zaproponowat on wiec
jako stan posredni stan przejsciowy opisany wzorem (11). Davies [15] po-
wtarzajgc eksperyment Smitha (przegrupowanie wodoronadtlenku (3) do wo-
doronadtlenku (4) w atmosferze 130 2) stwierdzit wigczenie 180 2 do grupy
hydroperoksylowej czasteczek 7-hydroperoksy-3-hydroksycholest-5-enu (4).
Postulowat on wiec mechanizm dysocjatywny dla tego procesu. Generalnie
mozna wyciggna¢ wniosek, ze cze$¢ przegrupowan wodoronadtlenkéw allilo-
wych ma charakter dysocjatywny, inne za$, ktdre sg bardziej pospolite, maja
charakter pericyklicznego (2,3)-przegrupowania. Doktadne wyjasnienie obu
mechanizmoéw oraz znalezienie przyczyn, dla ktorych jeden z tych mechaniz-
mow jest dominujacy, stanowi przedmiot badarn wielu grup naukowych.

Chociaz mechanizm reakcji enowej tlenu singletowego z olefinami byt
badany przez wielu badaczy, to jest on nadal przedmiotem wielu kontrowersji.
Przynajmniej trzy mechanizmy zostaty zaproponowane dla tej reakcji:

1) Mechanizm pericykliczny, wedtug ktoérego przesuniecie wigzania po-
dwojnego zachodzi poprzez cykliczny stan przejsciowy (12).

2) Mechanizm, zgodnie z ktérym w stanie posrednim tworzony jest dwu-
rodnik lub dwujon (13, 14).

3) Mechanizm uwzgledniajacy poczatkowe tworzenie sie kompleksu typu
en-enofil (5) (schemat 4).

Jednoetapowy mechanizm pericykliczny byt uznawany za poprawny przez
wiele lat, gdyz powszechnie przyjeta byta opinia, ze szybko$¢ reakcji enowych
nie zalezy od natury rozpuszczalnika, w ktérym reakcja jest prowadzona.
W pobzniejszym czasie Goddard [16] zaproponowat na podstawie obliczen
teoretycznych mechanizm dwurodnikowy. Model ten nie zostat potwierdzony
na drodze doswiadczalnej.

Stan przejsciowy uwzgledniajgcy tworzenie sie kompleksu typu en-enofil
(15) zostat po raz pierwszy zaproponowany przez Sharpa [17], a p6zniej Kear-
nsa [18], a rowniez Frimera i Bartletta [19], kt6rzy badali efekty izotopowe
wystepujace podczas utleniania tlenem singletowym dihydropiranu. Fuki [20]
zaproponowat za$ opisy geometryczne modeli dla przejsciowych kompleksow
powstajacych w wyniku reakcji tlenu singletowego z alkenami, ktore sg podob-
ne do modeli postulowanych przez Sharpa [17] (schemat 5):
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Analogiczne kompleksy przejsciowe zostaty roéwniez zaproponowane dla
produktoéw reakcji addycji [2+2] tlenu singletowego do bogatych w elektrony
olefin, ktére prowadzity do dioksetandéw. Wydajnos¢ tych reakcji rosta ze
wzrostem polarnosci rozpuszczalnika [19]. Stwierdzono, ze nawet reakcje
[2+4] addycji tlenu singletowego do dienéw mogg przebiegaé poprzez posre-
dni stan przejsciowy [21]. Mozna generalnie stwierdzi¢, ze wszystkie wyniki
doswiadczalne ostatnio przeprowadzonych prac dotyczace reakcji tlenu sing-
letowego z olefinami potwierdzajg hipoteze Sharpa [17], Zasadniczym pyta-
niem pozostaje geometryczny opis budowy powstajagcego kompleksu w stanie
przejsciowym. Bardzo interesujagcy eksperyment poruszajacy to zagadnienie
przeprowadzit Stephenson [22]. W wyniku utleniania tlenem singletowym (2)-
i (E)-2,3-dimetylo-2-butenu-D6 otrzymat on dwie rézne mieszaniny wodoro-
nadtlenkéw. W wypadku izomeru (E) (18) fatwiej w poréwnaniu do izomeru
(2) (19) zachodzito przeniesienie wodoru niz deuteru do tlenu w nowo
powstajagcym wodoronadtlenku (schemat 6).

D,C D3C cd3
> — < CH3
H3CX XCD, h3c”—  <ch3
(E)-5: kHkD= 1,38-1,41 (2)-5: k,/kD= 1,04-1,09
(18) (19)
Schemat 6

Orfanopoulos, Grdina i Stephenson stwierdzili, ze addycje zachodzgce
w toku reakcji enowych maja ukierunkowany charakter i zachodzg one z regu-
ty na bardziej zattoczonych atomach wegla w alkilopodstawionych olefinach
[23]. Analogicznych informacji dostarczyty prace prowadzone przez Schul-
te-Elte i wsp. [24]. Dodatkowo zaobserwowali oni, ze optycznie czynne di-
i tripodstawione olefiny w reakcjach z tlenem singletowym dawaty wodoronad-
tlenki, w ktérych ulegajacy przeniesieniu atom wodoru pochodzit tylko z tej
strony alkenu, po ktérej wigzanie wegiel—tlen byto tworzone. Wskazuje to na
brak rotacji w stanie przejsciowym woko6t poczatkowo podwdjnego wigzania
i jest dowodem na stereospecyficzno$é tych reakgji.

Réwniez reakcje tlenu singletowego z eterami enolowymi charakteryzuja
sie duzg regioselektywnoscig [25], Wysoka stereoselektywnos$¢ wykazujg za$
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reakcje tlenu singletowego z a,p-nienasyconymi zwigzkami karbonytowymi-
[26] i karboksylowymi [27].

Aby otrzymaé petniejszy obraz mechanizmu reakcji tlenu singletowego
z olefinami badaliSmy wptyw LiC104 na reakcje utleniania tlenem w stanie
singletowym cholesterolu, bis(cyklopentylidenu) i allilotributylocyny [28]. Do-
kfadne poréwnanie wynikdw szybkosci reakcji utleniania tlenem w stanie sing-
letowym w r6znych warunkach nie jest tatwe do pomiaru z powodu mozliwych
ymian w stezeniu 30z ijego czasu zycia. Zgtaszajgc te zastrzezenia mozemy
stwierdzi¢, ze LiC104 wykazuje katalityczny wptyw na reakcje z wymienionymi
uprzednio olefinami. Jest prawdopodobne, ze tworzenie sie polarnego stanu
przej$ciowego w badanych reakcjach moze by¢ utatwiane przez jonowe $rodo-
wisko. Nie obserwowalismy za to zadnego wptywu LiC104 na szybkos¢ prze-
grupowan Schencka i Smitha w wypadku cholesterolu.

ZNACZENIE TLENU SINGLETOWEGO W MEDYCYNIE

Tlen singletowy nie jest wytwarzany w komorkach naszego ciata w duzych
ilosciach, lecz sg znane przypadki, w ktérych jego powstawanie i reakcje nabie-
rajg istotnego znaczenia [1]. Proces ten zachodzi przy udziale naturalnych
fotosensybilizatoréw wskutek dziatania fizycznych czynnikéw zewnetrznych,
takich jak promieniowanie jonizujgce i nadfioletowe lub ultradZzwieki. Fotosen-
sybilizatorami o znaczeniu biologicznym sg np. porfiryny. Ich reakcje z tlenem
singletowym moga prowadzi¢ np. do porfirii, ktéra jest chorobg uwarunkowa-
ng genetycznie spowodowang defektem metabolizmu porfiryn. Do jej objawow
nalezy m.in. zwiekszenie wydalania porfiryn z moczem oraz nagromadzanie sie
w zwigkszonej ilosci porfiryn w skdrze w wyniku ich reakcji z komdrkami
nabtonka. W wyniku dziatania promieniowania stonecznego i dalszych reakcji
zachodzacych z udziatem porfiryn i wytwarzanego tlenu singletowego powstajg
trwate uszkodzenia skoéry w postaci pecherzy, przebarwien, blizn i zgrubien.
Podobne wiasciwosci Swiattouczulajace maja niektdre leki (fenotiazyny i tet-
racykliny) oraz skiadniki kosmetykow, jak pizmo ambrowe i pizmo ksylenowe
[1, 29].

Reaktywnos$¢ tlenu singletowego natomiast wykorzystano w fototerapii
stosowanej w leczeniu opryszczki, zottaczki noworodkoéw oraz tuszczycy. Ma-
$ci stosowane w leczeniu opryszczki zawierajg zwykle barwnik fotouczulajgcy
(czerwien obojetna czy proflawine), ktory wiaze sie z DNA wirusa, a po na-
Swietleniu powoduje jego uszkodzenie [1]. Fototerapia stosowana w leczeniu
z6ttaczki noworodkéw lub rzadziej w leczeniu hiperbilirubinemii uwarunko-
wanych genetycznie polega na naswietlaniu chorych silnym Swiattem biatym
tub fioletowym, co powoduje zmiane konformacji czasteczki bilirubiny i umoz-
liwiajej usuwanie z zétcia lub z moczem bez koniecznos$ci wczesniejszej reakcji
estryfikacji [30]. Bilirubina sama wzmaga ten proces, wytwarzajac po naswiet-
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leniu tlen singletowy. Jedng z komplikacji terapii fotodynamicznej jest moz-
liwos¢ indukcji nowotwordw skory [1], ale jednoczesnie terapia fotodynamicz-
na jest stosowana w leczeniu niektérych nowotwordw.

Tlen singletowy moze by¢ rowniez wytwarzany przez pobudzone fagocyty,
gtownie w reakcjach katalizowanych przez peroksydazy i cytochrom P-450.
Moze tez powstawaé podczas peroksydacji lipidow oraz w wyniku reakcji
ozonu ze zwigzkami obecnymi w komorkach [31-33]. Peroksydacja lipidow
jest najczesciej badanym procesem zwigzanym ze skutkami zachodzenia w or-
ganizmie reakcji, w ktérych uczestnicza reaktywne formy tlenu i uwazana byta
za gtobwny mechanizm toksycznego dziatania metabolitéw tlenu [1].

Ostatnio wiecej uwagi poswiecono badaniom nad toksycznym dziataniem
utlenionej frakcji LDL-lipoproteiny o niskiej gestosci (ox-LDL). Utlenianie
LDL moze by¢ spowodowane bezposrednim wptywem reaktywnych form tlenu
wytwarzanych przez komaorki organizmu (komorki srodbtonka naczyn, miesni
gtadkich, makrofagi, leukocyty obojetnochtonne), a takze dziataniem lipo-
oksygenaz komdrkowych [34-36]. Utlenianie LDL jest istotnym czynnikiem
w patogenezie miazdzycy [37-41]. Rola ox-LDL nie sprowadza sie tylko do
jednego zjawiska. Utlenione LDL sg czynnikiem chemotaktycznym dla mono-
cytéw, hamuja powrot makrofagéw do krazenia, zatrzymujac je w Scianie tet-
nic, sg cytotoksyczne dla komérek srodbtonka naczyn, wzmagaja formowanie
skrzepu oraz zmniejszajg rozkurcz naczyn krwiono$nych w odpowiedzi na
acetylocholing i 5-hydroksytryptamine [42, 43]. Ponadto utleniona frakcja
LDL, a takze podfrakcja HDL3 — lipoproteiny o wysokiej gestosci — unie-
czynniajg wydzielany przez srodbtonek naczyn tlenek azotu [42]. Na poczatku
lat osiemdziesigtych zostat odkryty czynnik rozszerzajacy naczynia krwionosne
(EDRF) uwalniany przez nie uszkodzony $rédbtonek naczyn krwiono$nych
[43]. Potwierdzono réwniez przypuszczenie, ze EDRF jest czgsteczkg tlenku
azotu powstajgcg w wyniku konwersji L-argininy do cytruliny, a reakcja jest
katalizowana przez syntaze tlenku azotu — NOS (dioksygenaze). Znane sg
dwie izoformy tego enzymu: konstytutywna NOS (c-NOS) wystepujaca
w $rodbtonku naczyn krwionosnych i w tkance mézgowej oraz NOS induko-
wana (i-NOS) przez cytokiny, znajdujgca sie w wielu komoérkach organizmu,
najlepiej poznana w monocytach/makrofagach.

Najnowsze badania wykazaty, ze endogenny tlenek azotu, a przy jego
braku niskie stezenie NO-donoréw, hamujg akumulacje ox-LDL przez makro-
fagi oraz prawdopodobnie zapobiegajg modyfikacji LDL przez zaktywowane
komorki [42, 43]. Nadmiar tlenku azotu wydaje sie zjawiskiem niekorzystnym
i sprzyjajacym powstawaniu i akumulacji ox-LDL. Nadmierna produkcja tlen-
ku azotu odgrywa réwniez role w patomechanizmie spadku ci$nienia krwi, we
wstrzgsie septycznym, immunologicznym odczynie zapalnym, rozwoju cukrzy-
cy insulinozaleznej [43].

W cytoplazmie leukocytow obojetnochtonnych wykryto termostabilny
czynnik hamujacy aktywnos¢ c-NOS oraz i-NOS innych komoérek. Czynnik



780 W. J. KINART, C. M. K.INART, I. M. KOZAK-MICHALOWSKA, E. $NIEC

ten wydaje sie nastepnym mechanizmem zabezpieczajgcym zdrowe komorki
przed toksycznym dziataniem tlenku azotu [44],

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze witaminy C, E i A sg
silnymi antyoksydantami reaktywnymi wobec tlenu singletowego i wodoronad-
tlenk6éw [1j. Askorbinian, czyli witamina C, znany jest od dawna jako czynnik
zapobiegajacy szkorbutowi. Kwas askorbinowy jest kofaktorem w reakcjach
hydroksylacji zachodzacych podczas biosyntezy kolagenu. Silnie redukujace
wiasciwosci kwasu askorbinowego decyduja o jego wiasciwosciach antyoksy-
dacyjnych. Jest on uwazany za najwazniejszy antyoksydant ptynéw pozako-
morkowych w organizmie, wazny réwniez dla ochrony antyoksydacyjnej we-
wnatrz komoérek. W badaniach in vitro wykazano jednak, ze w niskich steze-
niach askorbinian wykazuje wtasciwosci oksydacyjne i stymuluje powstawanie
wolnych rodnikéw, zwilaszcza w obecnosci jondw metali — Fe3+ i Cu2+

45-47].

[ W]itamina E zostata poczatkowo zidentyfikowana jako zenski czynnik
ptodnosci, zapobiegajacy resorpcji ptodu u ciezarnych samic szczura. Dzi$ wie-
my, ze mechanizm jej dziatania polega gtdwnie na funkcji antyoksydacyjnej
[45]. U cztowieka niedobdr witaminy E powoduje skrécenie czasu zycia eryt-
rocytow, zaburzenia neurologiczne i choroby miesni oraz zaburzenia funk-
cjonalne uktadu odpornosciowego, zwieksza takze prawdopodobienstwo wy-
stepowania niektérych nowotworéw i choréb uktadu krazenia. Nazwa ,,wita-
mina E” obejmuje osiem naturalnie wystepujacych hydrofobowych (rozpusz-
czalnych w ttuszczach) niezbednych sktadnikow pozywienia. Cztery z nich ma-
ja strukture tiokolu z nasyconym 16-weglowym faincuchem fitylowym (tokofe-
role a, |3y i 5), a cztery strukture tokotrienolu z fancuchem fitylowym zawiera-
jacym trzy wigzania podwadjne (tokotrienole a, P,y i 8). Zwigzkiem wystepuja-
cym najpowszechniej jest a-tokoferol, stanowi on 88% calej puli witaminy
E osocza Kkrwi.

Kolejnymi waznymi antyoksydantami hydrofobowymi sg karotenoidy
i ksantofile [1], Nazwag ,,witamina A” okre$la sie pochodne o strukturze podob-
nej do trans-retinolu. Prowitaminami A nazywamy karotenoidy o aktywnosci
biologicznej podobnej do witaminy A. Zwigzkéw takich jest okoto 50, lecz
najwazniejszym z nich jest p-karoten. W pozywieniu znajduje sie gtéwnie wita-
mina A (przede wszystkim jako estry retinolu) i prowitaminy (gtéwnie P-karo-
ten). Gtowng formg witaminy A jest trans-retinol. Najwazniejszymi funkcjami
witaminy A sg: podtrzymywanie wzrostu, reprodukcji, procesu widzenia, roz-
nicowania nabtonkéw, proceséw mielinizacji i proceséw odpornosciowych. Ba-
dania epidemiologiczne prowadzone przez Walda oraz Karka [46] wykazaly,
Ze niskie stezenie retinolu w surowicy jest zwigzane ze wzrostem ryzyka wy-
stapienia nowotwordw. Stwierdzono odwrotng zalezno$¢ miedzy ryzykiem za-
chorowania na raka u ludzi a stezeniem retinolu we krwi i iloscig p-karotenu
dostarczanego z dieta. Mechanizm dziatania P-karotenu nie jest do konca wy-
jasniony. Wihasciwosci antykancerogenne P-karotenu i witaminy A wykorzy-
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stane zostaty w prewencji i leczeniu raka nabtonka ptaskokomérkowego. Oba
te zwigzki hamujg metaplazje nabtonka ptaskiego, a podawane doustnie powo-
dujag ponadto regresje brodawczaka pecherza moczowego i rogowacenia biate-
go krtani [46, 47]. Podobnie jak tokoferole, karotenoidy sg efektywnymi wyga-
szaczami tlenu singletowego, co prowadzi m.in. do hamowania transformacji
komorek.

Rezultaty omawianych prac przekonujg nas o mozliwosci i potrzebie pod-
jecia interdyscyplinarnych badan dotyczacych wiasnosci tlenu singletowego.
Dziedzina ta pozostaje ciggle obszarem prawie nieznanym. JesteSmy $wiadomi,
ze nasza krotka notatka nie wyczerpuje zagadnienia. Celowo, aby jej zbytnio
nie rozszerza¢, nie podjeliSmy problematyki zastosowan tlenu singletowego
w przemysle, czy przydatnosci wodoronadtlenkéw allilowych w syntezie or-
ganicznej. Tymi samymi kryteriami kierowaliSmy sie przy doborze cytowanej
literatury ograniczajgc sie do prac pionierskich.
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ABSTRACT

This paper introduces some basic definitions, theorems, terms, and con-
cepts of graph theory [1-17]. The directed graph (Fig. 1), unoriented graphs
(Fig. 2) and the concepts of adjacency and incidence (Fig. 3) are presented and
defined [18-21]. The topological approach to the structure of organic molecu-
les is described. Graphs, adequately labelled, may be associated with several
matrices. A graph G is labelled if a certain numbering of vertices of G is
introduced. Here two graph-theoretical matrices, i.e., the adjacency matrix
[18-22] and the distance matrix [18, 21-24] are discussed. They are also refer-
red to as topological matrices. The distance matrix for molecules with hetero-
atoms includes the diagonal elements (eq. (5)) and the off-diagonal elements
(egs. (6), (7)) which are shown in Tabs 2 and 3, respectively [21, 24]. The
distances for particular paths for building the distance matrix for cis (Z) and
trans (E) isomers are listed in Tab. 5 [72]. Simultaneously, this paper deter-
mines a test of the achievement of partition the topological indices under
discussion. Definitions of the topological indices based on the adjacency matrix
(the Gutman indices [25, 26], egs. (8), (9)); the molecular connectivity indices
[27-35], Tab. 4, egs. (10)13); the Platt index [44], eq. (14); the Gor-
don-Scantlebury index [45], egs. (15)-(17), on the distance matrix (the Wiener
index [46-49], egs. (18), (19)); the Rouvray-Crafford index [24, 25], eq. (20); the
polarity number [46, 49, 73], eq. (21); average distance sum connectivity index
— Balaban [24, 74], egs. (22)-{24); the Pyka indices [41, 72], eqs. (25H32); the
optical topological index —7gx [76-78], eq. (33); the stereoisomeric topologi-
cal index —7sti [77-79], eq. (34), the Hosoya index [25, 81-86], egs. (35)-(37);
the molecular topological index —MTI [87-90], eq. (38), the centric topologi-
cal indices [91-93], eq. (39) and the indices based on information theory [21,
82, 92, 94-97], eqs. (41)-(47) are presented. Applications and significance of
these topological indices for chemical and chromatographical investigations
will be described in Part II.
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WPROWADZENIE

Teoria grafow i jej rozwdj sg Scisle zwigzane z pracami badawczymi: Eule-
ra [1], Kirchhoffa [2], Cayleya [3], Hamiltona [4] i Kdniga [4].

Teoria grafow i oparte na niej algorytmy oraz metody numeryczne sa
przede wszystkim przedmiotem zainteresowan nauk matematycznych, jak réw-
niez ich zastosowania w innych dyscyplinach nauki. Teori¢ grafow zastosowa-
no w fizyce, chemii, a takze w antropologii, architekturze, geografii, genetyce,
lingwistyce, logistyce, psychologii, cybernetyce, naukach politycznych, do opisu
uktadéw elektrycznych, elektronicznych lub mechanicznych, sieci transporto-
wych i sieci fgcznosci, automatow, programoéw komputerowych, sieci operacji,
schematéw organizacyjnych, systemow socjologicznych, systemoéw klasyfika-
cyjnych, sztucznej inteligencji, rozpoznawania obrazéw, teorii niezawodnosci
i wielu innych, np. struktury opery Mozarta ,,Cosi fan tutte” [4].

Liczba zastosowan teorii graféw stale rosnie. W obrebie chemii teoria
graféw znalazta zastosowanie do rozwigzywania problemow w zakresie: syntezy
chemicznej, chemii polimeréw, chemii kwantowej (w tym np. teorii Huckla),
chemii zwigzkéw metaloorganicznych, termochemii, kinetyki chemicznej, spek-
troskopii, przechowywania i przeszukiwania informacji chemicznej [4-17]. Od
50 lat teoria grafow znalazta szerokie zastosowanie w chemii, tzn. zastosowanie
indeksow topologicznych w badaniu ilosciowej zalezno$ci pomiedzy: struktura
i aktywnosciag (QSAR), strukturg i whasciwosciami (QSPR) oraz strukturg i pa-
rametrami retencji chromatograficznej (QSRR) zwigzkéw organicznych.

Celem niniejszej pracy przegladowej jest oméwienie podstawowych indek-
sow topologicznych oraz ich zastosowania w badaniach chromatograficznych.

PODZIAL GRAFOW | INDEKSOW TOPOLOGICZNYCH

1. INDEKS TOPOLOGICZNY A STRUKTURA ZWIAZKU CHEMICZNEGO

Wzory strukturalne zwigzkéw chemicznych moga by¢ przedstawione jako
grafy molekularne, w ktérych wierzchotki reprezentujg atomy, a krawedzie —
wigzania kowalencyjne. Teoria grafow jest dobrze rozwinietym dziatem mate-
matyki dyskretnej, zwigzanym z kombinatoryka, algebra i topologia, i moze
by¢ z powodzeniem zastosowana w rozwigzywaniu zagadnien chemicznych.
Wéréd tych zagadnien dominujg dwa: charakterystyka topologii wigzan oraz
stereochemia grafow molekularnych.

Do celéw dokumentacyjnych kazdy graf molekularny powinien mie¢ uni-
kalng nazwe i kod, ktéry pozwolitby na indeksowanie i odtwarzanie grafow.
Zostato to czeSciowo zrealizowane za pomoca tradycyjnej chemicznej termino-
logii i przez zastosowanie systemu notacji liniowej. Obie metody sg obecnie
w uzyciu i pozwalajg na identyfikowanie réznych izomerycznych struktur, lecz
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zalezg one w duzym stopniu od stosowanych konwencji. W zbiorze systemow
izomerycznych mozna indeksowac alfabetycznie nazwy chemiczne, z uwzgled-
nieniem ich wzoréw. Notacja liniowa z kolei moze by¢ tatwo przystosowana do
zapisu komputerowego, co zapewnia szybkie i niezawodne wyszukiwanie od-
powiednich struktur i podstruktur. Dodatkowo rozwinieto rowniez kody topo-
logiczne, do tej pory gtownie zastosowane do acyklicznych graféw molekular-
nych. Kody topologiczne nie wymagaja Scistej konwencji, dlatego sg tatwe
i wygodne w zastosowaniu, szczeg6lnie w wypadku stosowania programow
komputerowych.

W celu opisania korelacji pomiedzy strukturami a ich wiasciwo$ciami,
topologia wigzan kazdego grafu molekularnego jest wyrazana macierza, wielo-
mianem lub indeksem topologicznym.

Tabela 1. Schemat zaleznosci miedzy terminologig teorii graféw i terminologig chemiczng

Terminologia teorii grafow

Graf molekularny
Wierzchotek
Wierzchotek wazony
Krawedz

Krawedz wazona

Stopien wierzchotka

Drzewo

Cykl (obieg)

tancuch

Graf dwudzielny bichromatyczny
Graf niedwudzielny

Macierz incydencji

Warto$¢ wiasna

Wektor wiasny

Wielomian charakterystyczny

Terminologia chemiczna

wz0r strukturalny

atom

atom pierwiastka

kowalencyjne wigzanie chemiczne

kowalencyjne wigzanie chemiczne miedzy dwo-
ma okreslonymi pierwiastkami

walencyjno$¢ atomu

weglowodor acykliczny

pierscien

polien liniowy

weglowodor rozgateziony

weglowoddr nierozgateziony

macierz topologiczna

(poziom) energia orbitalna molekuty

orbital topologiczny molekuty

wyznacznik sekularny (charakterystyczny)

2. DEFINICJA GRAFU [Ifc-21]

lloczyn kartezjanski zbiorow V i W definiuje sie nastepujaco:
Vx W = [(F, W)\veV, we W],

@

tzn. Vx FTjest zbiorem takich uporzadkowanych par, ze pierwszy element pary
jest zawarty w zbiorze V, a drugi w zbiorze W. Binarna, (dwdjkowa) relacja
R w zbiorze VxW jest dowolnym podzbiorem zbioru Vx W, zwiaszcza gdy
F= W, R jest binarng relacjg (zdefiniowang) na zbiorze V.

Przyktad 1
V=11, 2, 3],
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Vx V= [(1, 1), (1, 2), (1, 3), (2, 1), (2, 2), (2, 3), (3, 1), (3, 2), (3, 3],
R=1[(1, 1), (1 2,2 1), @3 2]

Graf definiuje sie jako uporzadkowang pare G: G = (K i?). Elementy
zbioru Fzwane sg wierzchotkami grafu, natomiast elementy zbioru R sg krawe-
dziami grafu. Wierzchotki i v2 zbioru V moga naleze¢ do relacji binarnej
(iMs v2eR lub moga do niej nie naleze¢ (t*, v2)£R. Tak abstrakcyjnie zdefinio-
wany graf mozna przedstawi¢ w postaci narysowanych matych kétek lub punk-
tow, a krawedzie (p, q)jako zorientowane (ukierunkowane) linie o kierunku od
p do g.

Przyktad 2:
V=11, 2, 3, 4],
R=1[12), (24 G 2,42, (43)]
G= (V,R).

Na rys. 1 przedstawiono graf dla tego przykfadu.
W pewnych wypadkach wygodnie
jest rozwazac grafy, uwidaczniajac je-
dynie fakt istnienia bezpos$rednich po-
wigzan par wierzchotkéw (weztow)
przez tuki lub krawedzie, lecz nie precy-
zujac kierunku ewentualnych tukdw.
W tego typu grafach, zwanych grafami Gi
niezorientowanymi, krawedz ei} oznacza
tuk taczacy wierzchotek vt z wierzchot-
kiem vj lub tuk tgczacy wierzchotek Vj z wierzchotkiem vt lub oba takie tuki
tacznie. W grafie G (rys. 1) wystepuje symetryczna para krawedzi (2, 4) i (4, 2).
W grafie Gt wierzchotki te powigzano tukiem niezorientowanym. Graf niezo-
rientowany jest w pewnym sensie grafem ,,stabiej” okreslonym niz graf zorien-
towany, dlatego twierdzenia odnoszace sie do graféw niezorientowanych i wie-
le poje¢ zwigzanych z takimi grafami mozna tatwo zastosowaé w odniesieniu
do graféw zorientowanych. Grafem ukierunkowanym nazywamy graf, w ktérym
wszystkie tuki (krawedzie) majg sprecyzowane kierunki. Grafem zorientowanym
natomiast nazywamy ukierunkowany grafnie majacy symetrycznych par ukierun-
kowanych krawedzi. Na rys. 1 Gt i G2 sg ukierunkowane, ale tylko G2 jest
zorientowany.

Rys. 1. Graf ukierunkowany

Przyktad 3:
V=11,2, 3,4],
R=112),(2 1), (23)(24), 3 2),@ 4, 4?2),(43)]
Gl= (Ki?).

Graf G1 przedstawiono na rys. 2.
Jezeli wiecej niz jedna krawedz tgczy dwa wierzchotki, to otrzymujemy
multigraf (G2na rys. 2). Jezeli zatozymy mozliwos¢ istnienia ,,petli” (pojedynczych
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lub wielokrotnych), otrzymamy pseu-
dografy (G3 rys. 2). Petla nazywamy
krawedZ wychodzacg z wierzchotka vt
i wehodzacg do tego samego wierzchot-
ka. Orientacja petli nie ma znaczenia
i jest pomijana w rozwazaniach. Be-
dziemy zajmowac sie grafami maja-
Rys. 2. Grafy niezorientowane cymi skonczony zbiér wierzchotkow.
Zdefiniujmy niezorientowany graf w inny sposob, mianowicie jako:

G=(V, V), @

gdzie U jest zbiorem nieuporzadkowanych par okre$lonych wierzchotkow
zbioru V, tzn. zbiorem krawedzi. Krawedz faczaca wierzchotki p i g oznaczamy

jako e(p, Q).

Przyktad 4
F=[1,2,3,4],
U= e2, N’ NSl

el =e(l,2), e2=e(2,3), e3=e(3,4), ed=c¢e(l,4), es=e(l, 3,
={v ).

Graf Gj przedstawiono na rys. 3.

Rys. 3. Sgsiedztwo wierzchotkéw i incydencja krawedzi graféw

taczna liczbe wierzchotkéw i krawedzi grafu G oznacza sie odpowiednio
przez N i M. Wierzchotki p i g nazywamy sasiednimi, jezeli w grafie G istnieje
krawed? e(p, ¢). Mowimy wtedy réwniez, ze wierzchotek p i krawedzZ e(p, 0),
jak réwniez wierzchotek g i krawedz e(p, q) sa wzajemnie incydentne. Dwie
krawedzie nazywamy incydentnymi, jezeli majg wspélny wierzchotek. W grafie Gt
(rys. 3) wierzchotki 1i 3 sg sasiednie, lecz 2 i 4 nie sg. Wierzchotek ,,1” i kra-
wed? e4 sg incydentne, natomiast ,,1” i ez nie. Krawedzie eli e2 sg incydentne,
el i e3 nie.

Graf nazywamy oznaczonym, jezeli wprowadzimy pewne oznaczenie wierz-

chotkdw grafu G: vl,v2,...,vN Na rys. 3 grafy G1 i G2 sg oznaczone,
a graf G — nie.
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3. SPOSOBY PRZYPISANIA MACIERZY DO GRAFU OZNACZONEGO

3.1. Macierz sasiedztwa grafu [18-22]

Najwazniejsza macierzowg reprezentacjg grafu jest macierz sasiedztwa
A(G) lub w skrdcie A ze zbiorem wierzchotkOw (13 ..., va}, bedgca macierza
kwadratowg N x.N, w ktdrej Atljest liczbg krawedzi faczacych wierzchotek vt
z wierzchotkiem vs. Zakladamy, ze rozwazane grafy nie majg wielokrotnych
krawedzi, wiec

gdy (i.j)eR,
‘>« fe gdy (i,J)$R,
z warunku nieistnienia petli natomiast wynika:
Au=0.
Ponadto dla nieukierunkowanych graféw wiasciwos¢ (r’5v2)eR*> (v2, vl)eR
mozna zapisac jako:
Aij = Afl.
Dlatego elementy Ai} macierzy sasiedztwa A grafu mozna przedstawic jako:
gdy vi i Vj sg wierzchotkami sasiednimi,
w przeciwnym wypadku.

Przyktadem moze by¢ macierz sasiedztwa A (Gx) dla grafu Gt z rys. 3:

0111
10 11
110 1
10 10

A (GX)

3.2. Macierz odlegtosci [18, 21-24]

Innym sposobem reprezentacji grafu jest macierz odlegtosci D. Macierz
odlegtosci, podobnie jak macierz sasiedztwa, jest rowniez macierzg symetrycz-
ng NxN. Macierz odlegtosci D zawiera elementy: diagonalne Da= dH= 0
oraz pozadiagonalne Di} = di}, gdzie di}jest liczbg krawedzi (wigzan) w najkrot-
szej drodze pomiedzy wierzchotkami (atomami) i-j.

Macierz odlegtosci jest w wielu wypadkach bogatsza w informacje od
macierzy sagsiedztwa, ktdrg mozna uwaza¢ za bardzo specyficzng macierz od-
legtosci zawierajacyg tylko odlegtosci rowne jednosci. Graf kompletny (peiny)
[20,21] jest grafem prostym, w ktérym kazde dwa r6zne wierzchotki sg sasied-
nie. Graf kompletny o V wierzchotkach jest zwykle oznaczany przez Kv.

3 — Wiadomosci Chemiczne 11-12/97
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Graf Kvma doktadnie V (V—1)/2 krawedzi. Macierze sasiedztwa i odlegtosci
kompletnych grafow sg identyczne, dlatego macierz odlegto$ci mozna zapisac
jako zaleznosé

D(0,1) = A(0,1)+£B(0,1), 3
1= 2

gdzie B(0, /) sg macierzami zawierajagcymi tylko jeden typ odlegtosci I, a L jest
maksymalng topologiczng odlegtoscig w grafie.
Dla kompletnych graféw relacja ta redukuje sie do:

D(KV = A(KV. @

3.3. Macierz odlegtosci heterosysteméw [24]

Obie macierze, tj. sasiedztwa i odlegtosci, w swojej standardowej formie
nie moga by¢ stosowane dla molekut zawierajgcych wiazania wielokrotne lub
heteroatomy. Z tego powodu zaproponowano wprowadzenie bardziej ogolnej
definicji elementow macierzy odlegtosci. Macierz ta obejmuje multigrafy
Gwew o wazonych wierzchotkach i krawedziach, tj. molekuty z wigzaniami wie-
lokrotnymi i heteroatomami. Elementy Dtj macierzy D (Gvaw) definiuje sig jako:

Tabela 2. Wartosci B~ = \[QH, gdy i =fj,
da dla réznych ato- v gdy j=j_
mow [24] w
Atom A Dla wierzchotkowo i krawedziowo wazonych (multi)

graféw elementy macierzy lezace na przekatnej definiujemy
Wegiel 0,000 nastepujaco:

Azot 0,143
Tlen 0,250 dii=1-6/Zi> 5)
Siarka 0,625

Fluor 0,333 gdzie Z£jest liczbg atomowa atomu i. W tab. 2 przedsta-

Chlor 0,647 wiono warto$ci da stosowane dla zwigzkéw organicz-
Fosfor 0,600 nych.

Elementy macierzy wymienionych graféw, nie lezace
na przekatnej, sg zdefiniowane jako:

dij =Y kr, ©

gdzie sumowanie odbywa sie po wierzchotkachr (r = 1,2,...) wazonych i nie-
wazonych wierzchotkow, a parametr kr okre$lony jest wzorem:

_ -m -5 *
gdzie:

1 dla pojedynczych wigzan,

2 dla podwdéjnych wiagzan,

3 dla potréjnych wigzan,

3/2 dla wigzan aromatycznych,

br
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Zforaz Z3sg liczbami atomowymi atoméw i oraz j tworzacych wigzanie r.
Wartosci parametru kr dla wiekszosci wigzan, ktore wystepujg w zwigzkach
organicznych przedstawiono w tab. 3.

Tabela 3. Parametr fc, dla réznych
typow wigzan [24]

Typ wigzania K
c—C 1,000
C=C 0,500
c=C 0,333
Aromatyczne C—C 0,667
C—N 0,857
C=N 0,429
Aromatyczne C—N 0,571
c—O 0,750
C=0 0,375
N—N 0,735
N=N 0,368
C—F 0,667
c—Cl 0,353

4. PODZIAL INDEKSOW TOPOLOGICZNYCH

4.1. Indeksy topologiczne oparte na macierzy sasiadowania

Do indeksow topologicznych opartych na macierzy sgsiadowania nalezy
zaliczy¢ min. ogoélny indeks sgsiadowania, indeksy topologiczne opracowane
przez naukowcOw z Zagrzebia, indeksy wigzalnosci czasteczkowej Randicia
i ich rozwiniecia dokonane przez Kiera i Halla, indeks Platta, oraz indeks
Gordona-Scantlebury’ego. Dalej omoéwiono najwazniejsze z nich.

4.1.1. Indeksy topologiczne Gutmana. Pierwszymi indeksami topologicz-
nymi, opartymi na macierzy sgsiadowania, byty indeksy wyprowadzone przez
grupe naukowcéw z Zagrzebia [25, 26]:

= Z Vv?
i—1
M2= £ ©)]

wszystkie
stopnie

gdzie f jest stopniem wierzchotka w ,,bezwodorowym” grafie (graf, ktérego
wierzchotkami sg atomy zwigzku chemicznego, z wyjatkiem atomoéw wodoru).
Stopniem wierzchotka vt nazywamy liczbe przylegtych (sasiednich) wierzchotkow
lub inaczej liczbe krawedzi incydentnych na dany wierzchotek.
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4.1.2. Indeksy wigzalnosci czasteczkowej. Indeks topologiczny % podobny
do indeksu M2, byt wyprowadzony przez Randida [27] celem scharakteryzo-
wania wigzan molekuty:

*=KM; r12 ®

Na podstawie indeksu Randicia Kier i Hall [28-35] opracowali metode wigzal-
nosci czasteczkowej, pozwalajgcg na iloSciowy opis struktury czasteczki i pro-
wadzacg do wartosci liczbowych zwanych indeksami wigzalnosci czasteczko-
wej nxt (gdzie: m —stopien indeksu topologicznego, t — typ podgrafu). Indeks
Randicia m-tego rzedu wynosi
fim m+1

& = /I-i _n_i w12 (1)
gdzie & oznacza stopien i-tego wierzchotka, t —rodzaj podgraféw oraz nm —
liczbe podgraféw typu t, ktérych stopien jest réwny m.

Wygodny jest podziat podgraféw na nastepujace kategorie:

— podgrafy typu pierwszego t = P (path), tzw. wyrazenia ,,drogowe”
0 wartosciowosciach nie wiekszych niz 2;

— podgrafy typu drugiego t = C (cluster) — tzw. wyrazenia klasterowe,
0 wartosciowosciach, przynajmniej w jednym wypadku, 3 lub 4, nigdy 2;

— podgrafy typu trzeciego t = PC (path-cluster), tzw. wyrazenia drogo-
wo-klasterowe o warto$ciowosciach 2 w potaczeniu z 3 i/lub 4;

— podgrafy typu czwartego t —CH (chain) — tzw. wyrazenia taficucho-
we, w ktdrym to przypadku sekwencja krawedzi zawiera przynajmniej jeden
pierscien.

Przyjeto, ze stopien wierzchotka grafu $jest réwny liczbie tukéw wcho-
dzacych i wychodzacych z wierzchotka.

Opisana procedura dla weglowodordw nasyconych zostata rozszerzona na
weglowodory nienasycone oraz inne zwigzki organiczne zawierajgce hetero-
atomy. Przykladowym podejsciem jest wyznaczenie warto$ciowosci topologi-
cznych H/zwigzanych z liczbg elektronéw powtoki walencyjnej atomu tworza-
cego wierzchotek grafu [30]:

B/= Zx—h, (12)

gdzie: Z' jest liczbg elektronéw walencyjnych danego wierzchotka atomu,
h — liczbg atom6w wodoru zwiazanych z danym wierzchotkiem, symbol v za$
wskazuje, ze stopieri wierzchotka 8 obliczono na podstawie Zv

Kier i Hall [31] przedstawili ogélny sposéb obliczania ¥/dla r6znych
heteroatomow, pozwalajgcy na rozrdznienie atomoéw nalezacych do tej samej
grupy uktadu okresowego, na podstawie réwnania:
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gdzie Z jest liczbg atomowg atomu tworzgcego wierzcho- Tabela 4. Wartosci
tek, Zvi h za$ okre$lone zostaty poprzednio. Tak obliczane 9/dla atomow chio-
indeksy wiazalnosci czasteczkowej oznacza sie jako nmX- ro‘ngm‘)ag;’zfgf]ze
W tab. 4 zamieszczono wartosci 6V dla atoméw chloro-

wcow obliczone ze wzoru (13) [31]. Atom a4

Omoéwione indeksy wigzalnosci czasteczkowej byly - F 7.0
przedmiotem wielu réznych modyfikacji [36-43], Pogliani - ¢~ 078
[43] m.in. wprowadzit modyfikacje indeksu, pozwalajgca Br g’ig

na rozréznienie izomeréw o konfiguracji cis (2) i trans (E).

4.1.3. Indeks topologiczny Platta [44]. Platt [44] wyprowadzit indeks F,
obliczany jako suma stopni wszystkich krawedzi w molekule:

. (14)
=1
gdzie fj oznacza stopien krawedzi j, ktdry jest réwny liczbie krawedzi sasia-
dujacych z krawedzig j, A za$ jest og6Ing liczbg krawedzi.

4.1.4. Indeks topologiczny Gordona-Scantlebury’ego [45]. Indeks Gordo-
na-Scantlebury’ego N 2 zdefiniowany jest rownaniem:

=h!>,(»,-1), (15)
I
gdzie vi jest stopniem i-tego wierzchotka. Indeks ten w prosty sposéb jest
powigzany z indeksem Platta oraz indeksem Gutmana i potowa sumy
elementow {K) macierzy sgsiadowania A:
N2=$F, (16)
N2=iMt-K. ()]

4.2. Indeksy topologiczne oparte na macierzy odlegtosci

Do indeksow topologicznych opartych na macierzy odlegtosci nalezy zali-
czy¢ m.in.: indeks Wienera, liczbe polamosci, indeks Rouvraya-Crafforda, in-
deks sumy odlegtosci, indeks wiazalnosci Sredniej sumy odlegtosci (Balabana),
funkcje addytywnosci Smolenskiego, wielomian Altenburga, indeks topologicz-
ny Sredniego kwadratu odlegtosci, indeks Hosoya, wielomian odlegtosci, op-
tyczny indeks topologiczny, stereoizomeryczny indeks topologiczny oraz in-
deks topologiczny Schultza (MTI). Dalej omoéwiono te sposrdd nich, ktére sa
przedmiotem najczestszych badan.

4.2.1. Indeks Wienera [46-49]. 50 lat temu Wiener zapoczatkowat badania
nad strukturg i wiasciwosciami fizycznymi nasyconych weglowodoréw. W tym
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celu Wiener zaproponowat indeks oparty na odlegtosciach miedzy atomami
wegla (sa to najkrotsze odlegtosci). Indeks ten jest rowny potowie sumy wszyst-
kich elementow pozadiagonalnych macierzy odlegtosci:

Tabela 5. Elementy macierzy odlegtosci (18)
dla izomeréw o konfiguracji cis i trans i*j
[72] Zaproponowany indeks zostat roz-
Sciezka Odlegjosé dij szerzony réwniez na weglowodory niena-
=0, sycone oraz inne zwigzki organiczne za-
1,323 wierajgce heteroatomy, poprzez wprowa-
dzenie nowych elementéw macierzy odleg-
=A tosci (por. p. 3.3 niniejszej pracy). Wow-
= 1,500 czas indeks Wienera mozna przedstawié
? réwnaniem:

new AzL4+iE<*y, (19)

/ c=c 2,291 i y
Qi) gdzie da oraz dy sg elementami zmodyfi-

n=nU kowanej macierzy odlegtosci.

1,089 Indeks Wienera byt przedmiotem sze-
cm rokich zastosowarn i modyfikacji [41,
N=N 50-71], W celu rozroznienia izomerdw ge-
o \ co) 1,225 ometrycznych o konfiguracji cis (2) i trans
’ (E) zaproponowano okreslone odlegtosci
miedzy atomami tworzacymi wigzania
N=N 1,925 charakterystyczne dla omawianej izomerii
/ [72], Odlegtosci miedzy atomami tworza-
Qo cymi izomerie cis lub trans podano w tab. 5.

4.2.2. Indeks Rouvraya-Crafforda [24,25]. Rouvray i CrafFord zapropono-
wali indeks R, ktéry oblicza sie jako sume wszystkich elementéw macierzy
odlegtosci:

R = (20)
i g

4.23. Liczba potarnosci [46, 49, 73]. Wiener sformutowat rdwniez liczbe
polamosci p. Oblicza siejg jako liczbe par wierzchotkdw rozdzielonych przez trzy
krawedzie lub jako potowe liczby odlegtosci rownych trzy w macierzy odlegtosci:

P=27d3i. 1)
|

42 4. Indeks Balabana /B[24,74], Indeks Balabana zostat zdefiniowany jako:

(22>
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gdzie k oznacza krawedzie. We wzorze tym /i jest liczbg cyklomatyczng grafu.
Liczba cyklomatyczna grafu G wskazuje na liczbe niezaleznych cykli (piers-
cieni) w G i réwna sie minimalnej liczbie ,,cie¢” (usunie¢ krawedzi) potrzebnych
do przeksztatcenia grafu G w drzewo (graf acykliczny). Mozna ja obliczy¢ ze
WZzoru:

fi=qg-N +1, (23)

gdzie N jest liczbg atoméw w molekule (bez atomédw wodoru), q za$ jest liczbg
sasiedztw (liczba podgraféw utworzonych przez sasiednie wierzchotki i\
oraz vj).

Indeks s£ [24] wyrazony wzorem:

Si=XA (24)
j

jest suma wszystkich elementow w wierszu macierzy odlegtosci. Indeks ten jest
miarg potaczenia atomu i z resztg molekuly. Stad wynika uzytecznos$¢ tego
indeksu, ktora zwigzana jest z wptywem podstawnikow na fizyczne, chemiczne

i biologiczne wiasciwosci molekut. Zaproponowano réwniez modyfikacje in-
deksu Balabana w postaci tzw. wagowego indeksu topologicznego [75].

4.2.5. Indeksy topologiczne A, °B, 1B, 2B, 2Bq 3B, 3Bq C [41, 72]. Pyka

[41,72] zaproponowata szereg indeks6w topologicznych opartych na macierzy
odlegtosci:

(25)
(26)
IB = £(StSNJF1/2, @7)
B = X(sk,sjri2, (28)
(29)
(30)

@D
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gdzie S£ Sp Sk, Sroznaczajg sumy odlegtosci odpowiednio i-tego, j-tego, k-tego,
r-tego wierzchotka grafu od wszystkich pozostatych wierzchotkéw grafu; i,
j oraz i,j, k oraz i,j, k, r oznaczajg sasiednie wierzchotki w podgrafie /; g jest
liczbg mozliwych podgraféw utworzonych przez sgsiednie wierzchotki i, j,
k oraz i,j, k, r; fx za$ jest liczbg cyklomatyczng obliczang wg réwnania (23).
Zaproponowano réwniez indeks topologiczny C, ktéry jest iloczynem indeksu
Randicia drugiego rzedu 2xv i indeksu topologicznego °B:

C = XvO0B. (32)

4.2.6. Optyczny indeks topologiczny (/ax) [76-78]. Optyczny indeks topo-
logiczny (lgx) zaproponowany zostat w celu rozréznienia izomeréw optycz-
nych (d oraz I). Celem jego obliczenia konstruuje sie n-wymiarowy wektor
kolumnowy Z = ||Z4§|, w ktérym i-ty element odpowiada i-temu wierzchotkowi

grafu G. Wszystkim warto$ciom i,i= 1, 2,..., n przyporzadkowuje sie Z£= 1,
z wyjatkiem wierzchotka reprezentujgcego optycznie aktywny atom wegla.
W wypadku atomu wegla o konfiguracjidZi=1iZ j= —I dla atomu wegla
o konfiguracji I. Zaktadajac, ze

m =g

S'=D2Z,

gdzie D jest macierzg odlegtosci, Z oznacza wektor kolumnowy, za$ ¢ 0znacza
mnozenie macierzy odlegtosci przez wektor kolumnowy, prowadzace do otrzy-
mania wektora kolumnowego S', skfadajgcego sie z elementéw 5-, oblicza

sie JOR
Jop, = | Si. (33)

i=1

4.2.7. Stereoizomeryczny indeks topologiczny (/Sh) [77-79]. Celem oblicze-
nia stereoizomerycznego indeksu topologicznego (7S4) konstruuje sie «-wymia-
rowy wektor kolumnowy V= [[*||, ktorego i-ty element odpowiada i-temu
wierzchotkowi grafu G. Wszystkim wartosciom i, (i= 1, 2,..., n) przyporzad-
kowuje sie @ —SI, z wyjatkiem wierzchotkéw grafu, ktorych atomy znajduja
sie w aksjalnej lub ekwatorialnej pozycji oraz w pozycji cis lub trans. W wypad-
ku atomdéw w pozycji aksjalnej lub cis \t = &m; natomiast w pozycji ekwatorial-
nej lub trans M = —6}. W wyniku wymnozenia macierzy odlegtosci D i wektora
kolumnowego dotrzymujemy wektor kolumnowy S”, kt6ry sktada sie z elemen-
tow S". Wowczas stereoizomeryczny indeks topologiczny obliczamy ze wzoru:

Isn = t (34)

1~ 1
Schultz i wsp. [80] zaproponowali ponadto indeks DAGWw) umozliwiajacy
rowniez rozréznienie stereoizomerycznych zwigzkéw organicznych. Podstawo-
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wym elementem do obliczania tego indeksu jest sumowanie macierzy odlegto-
$ci D i transponowanej macierzy odlegtosci DT.

4.2.8. Indeks Hosoyi [25, 81-86]. Hosoya zdefiniowat indeks topologiczny
dla dowolnego grafu G:

Z=£>(6,4, (35)

gdzie p(G,k) jest liczbg drog, w ktérych k z wszystkich g krawedzi gra-
fu G mozna wybrac tak, aby zadne dwie drogi nie byly sasiednie (przyleg-
fe). Dla drzew (graféw acyklicznych) Z mozna zdefiniowac jako sume wartosci
bezwglednych wspo6tczynnikow wielomianu charakterystycznego (wias-
nego):

X (-)*p(G, k)xN~X = (-1fdet|A -£], (36)

gdzie: N oznacza liczbe atoméw, A —macierz sgsiadowania, za$ E —macierz
jednostkowa. Hosoya i wspotpracownicy zestawili w obszernych tabelach war-
tosci indeksu Z dla roznych cyklicznych i acyklicznych grafow.

Analogicznie do wielomianu charakterystycznego wyprowadzonego z ma-
cierzy sasiedztwa, Hosoya wprowadzit wielomian odlegtosci

(—1)Ndet |D —E| (—L)Ndet\D—E\, 37)

wywodzacy sie z macierzy odlegtosci D.

4.2.9. Indeks topologiczny Schultza (MTI) [87-90]. Opracowany w ostat-
nich latach ,,Molekularny Indeks Topologiczny” (MTI —Molecular Topologi-
cal Index) [87] nalezy do indeksow mato zdegenerowanych. Cechg charak-
terystyczng tego indeksu jest to, ze do jego obliczenia wykorzystujemy zardw-
no macierz odlegtosci D, jak i macierz sgsiedztwa A. Trzecim elementem po-
trzebnym do obliczenia indeksu MTI jest wektor v, ktérego elementami sg
stopnie wierzchotkéw. Indeks MTI jest suma elementdéw iloczynu v(A + D)
i mozna go obliczy¢ ze wzoru:

MTI"iX[:SL’\y+A;)), (38)

gdzie i jest numerem wiersza, a j jest numerem kolumny.

4.3. Centryczne indeksy topologiczne

Najwazniejszymi sposrod indekséw centrycznych jest nowa klasa indek-
sow topologicznych wyprowadzona przez Balabana [91-93] dla acyklicz-
nych graféw na podstawie centrum grafu. Wierzchotek vt jest centrum gra-
fu, gdy jego maksymalna odlegto$¢ d{j do kazdego innego wierzchotka Vj



798 A. PYKA

w grafie jest minimalna. Centryczny indeks topologiczny B zdefiniowano
na podstawie wzoru:

B=i 8f (39)

gdzie N jest liczbg wierzchotkow grafu, § — sekwensem liczb wskazujgcych
liczbe wierzchotkdw usunietych w poszczeg6lnych krokach skrawania ,,drzewa
grafu” ku jego centrum.

4.4. Indeksy oparte na teorii informacji

W wypadku czasteczek zwigzkéw chemicznych informacje rozwaza sie
jako miare ich r6znorodnos$ci, urozmaicenia czy tez ztozono$ci. Stosujemy
wowczas tzw. zawartos¢ informacji w strukturze. Struktura zawiera pewng
liczbe elementéw N. Elementy te moga by¢ roztozone na podzbiory elementéw
réwnowaznych; wowczas rozktad prawdopodobieristwa ma postac:

4
(Pi» Pz> -ee> Pk (40)
gdzie pt = NJN oznacza prawdopodobieristwo tego, ze dowolnie wybrany ele-
ment nalezy do i-tego podzbioru o Nt elementach.

Srednia ilos$¢ informacji (/), zawarta w kazdym elemencie struktury, jest
entropig rozktadu prawdopodobienstwa elementéw struktury:

T= ~ .z Pil°S2Pi- 41

Og0lng zawartos¢ informacji (/) w strukturze mozemy przedstawi¢ wzo-
rem:

k
| =NT= Nlog2N - _XI iVElog2N t. 42
Wielkosci te stanowig podstawe zdefiniowania nastepujacych indeksow:
a) molekularnych indekséw informacyjnych,
b) informacyjnych indekséw elektronowych,
¢) informacyjnych indekséw topologicznych [21, 82, 92, 94-97].

441. Molekularny indeks informacyjny. Molekularny indeks informacyjny
| zawiera informacje o rodzajach atoméw w molekule. Rozktad sktadu atomo-
wego w molekule jest utworzony z k podzbiorow atomdéw tego samego pier-
wiastka. Poszczeg6lne prawdopodobienstwa wynosza p; = NJN, gdzie Ntjest
liczbg atomdw i-tego pierwiastka w danej molekule, a N — liczbg wszystkich
jej atoméw. Indeks ten oblicza si¢ ze wzoru (42).
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4.4.2. Informacyjny indeks elektronowy. Informacyjny indeks elektronowy
zwany jest rowniez elektropig. Charakteryzuje on rodzaj atomdw i rozmiesz-
czenie elektrondw w molekule, rozrézniajgc elektrony w zaleznosci od tego,
jaka role odgrywaja w tworzeniu wigzan chemicznych w potgczeniu z poszcze-
gblnymi fragmentami struktury molekuty. Oblicza sie go ze wzoru:

e=log2(JV !)_—iiogZ(i\ﬁ!), 43)
1=

gdzie N jest ogdlng liczbg elektronéw w molekule, rozdzielonych pomiedzy
k sfer, Nt — liczbg elektrondw w i-tej sferze.

4.4 3. Informacyjne indeksy topologiczne. Informacyjne indeksy struktural-
ne definiuje sie na podstawie macierzy odlegtosci i wzorow (41) i (42):

— Zawarto$¢ informacji w odlegtosciach w grafie molekularnym

<40

gdzie Lj jest liczba odlegtosci o wartosci kt w grafie molekularnym, W za$
oznacza indeks Wienera. Ponadto, kazda odlegto$¢ kt pojawia sie 2kt razy
w macierzy odlegtosci (1 < kt™ N—1).

— Srednia zawarto$¢ informacji w odlegtosciach w grafie molekularnym

rz =§. (45)

— Zawarto$¢ informacji o rozktadzie odlegtos$ci w grafie molekularnym

£ N(N-1), 2Lt , 2L{
D 2 AN(N-1) °g2IV@V-1)’ (*

gdzie L- jest liczbg odlegtosci o wartosci k{ w grafie molekularnym.
— Srednia zawarto$¢ informacji o rozktadzie odlegtosci w grafie moleku-
larnym

15-w h ) * 4r>

Indeksy topologiczne oparte na teorii informacji sg ciagle rozwijane i udo-
skonalane [98-102].

Nalezy réwniez zwroci¢ uwage na podstawowe artykuty przeglagdowe pol-
skich uczonych na temat indekséw topologicznych. Ekiert, Bojarski i Mokrosz
[103] przedstawili zagadnienia dotyczace zastosowania indekséw wigzalnosd
czasteczkowej w badaniach fizykochemicznych, chromatograficznych, biologicz-
nych i kinetycznych. Szafran [104] przedstawit znaczenie indekséw topologicz-
nych do przewidywania wkasciwosci fizycznych ciektych zwigzkow organicznych.
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ABSTRACT

The description of the molecular topology in terms of graph theory is one of
the most important aspects of chemical information handling and retrieval. There are
two main groups of methods for representation of molecular constitution: linear nota-
tions and topological systems. This review presents the history and current trends of
topological systems, and their application in existing data bases and computational
software.

In this article we refer to topological systems as connection table or matrix re-
presentations (and their enhancements) of the topology of chemical substances as cont-
rasted with their representation as linear sequence of symbols (called the linear nota-
tion).

The earliest reference to the use of connection-table representations of structure is
that of Wheland [4, 5], who has shown that acetaldehyde, for example, could be re-
presented as well by a table of the form of Tab. 2 as by the diagrams a-c (Fig. 1). In 1951,
Mooers [6] suggested that a chemical structure could conveniently be represented as
a tabulation of atoms and bonds. In 1962, Meyer and Wenke [9] employed
a six-column table, the columns of which had the significance shown in Tab. 3. The
tabular representations of structure developed by Meyer and Wenke are substantially
similar to those developed later by Gluck and his colleagues at DuPont [17,18]. About
the same time as the work of Meyer and Wenke, Spialter [11] reported a “new unam-
biguous universal symbolism” for chemical compounds which he called the Atom Con-
nectivity Matrix (ACM). The ACM is exactly analogous to Wheland’s matrix, except
that the atom symbols are placed along the principal diagonal, rather than at the heads
of columns and rows. The off-diagonal symbols of the ACM can contain bond symbols
or other features of structure as desired. Other papers worth to be mentioned of that
period are those of Ray and Kirsch [7] from the National Bureau of Standards; Oppler
and Norton [8] from the Dow Chemical Company; Dyson, Cossum, Lynch and Mor-
gan [15] and the most important one of Morgan [16] at Chemical Abstracts Service.

Further enhancements of representations of structures can be divided into a seve-
ral groups:

(@) A compression of information stored in a connection table. A good example can
be the connectivity stack proposed by Kudo and Sasaki [19], which is a sequence of
elements of the connectivity matrix, obtained by application of special correspondence
rules.

(b) Changing the type of data stored within graph vertices and edges. The deve-
lopment in this area is the most spectacular. The main achievements are the Chemical
Abstracts Service registry system [20]; the Block-Cutpoint and Extended Block-
Cutpoint trees by Hakayama and Fujiwara [21, 22]; Reduced Graphs described by
Lynch et al. [25] for the GENSAL project; Fragment Connection Table [28] used
in the Beilstein system and the Two-Level Compact Connectivity Tables of Wentang et
al. [30],

(c) A replacement tables and matrices by more effective data structures, like e.g.
incidence lists, what was applied for the machine storage for a Weighted Oriented
Bond-Valence graphs [32].
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WSTEP

Ogromna liczba istniejacych i syntezowanych zwigzkéw chemicznych wy-
musita powstanie wielu baz danych gromadzacych dane o ich strukturze oraz
wiasciwosciach. Przy tworzeniu takich baz danych jednym z kluczowych pro-
bleméw jest przetozenie informacji o topologii czasteczki na posta¢ danych
akceptowang przez systemy baz danych. Proces taki mozna opisac jako trdj-
etapowy: najpierw opisuje sie konstytucje czasteczki, uzywajac pojec teorio-
grafowych, nastepnie tworzy sie reprezentacje maszynowe skonstruowanych ty-
pow graféw, a w fazie koricowej implementuje sie takie reprezentacje. Etap
trzeci jest dobrze opanowany przez teorie i praktyke programowania i niecie-
kawy z punktu widzenia chemii. Pierwsze dwa etapy decyduja o efektywnosci
reprezentacji (mierzonej na przykfad szybkoScig wyszukiwania struktury) i be-
dac z pogranicza chemii strukturalnej, teorii graféw i programowania, sg naj-
ciekawsze dla chemikdéw. Z tego tez wzgledu bedg one omoéwione w niniejszym
artykule. Wyniki badan nad omawianymi problemami wykorzystywane sg nie
tylko przy tworzeniu baz danych. Znajduja one zastosowanie réwniez w wiek-
szo$ci programOw obliczeniowych, wymagajacych informacji o strukturze i to-
pologii czasteczek, zwhaszcza z zakresu chemii kwantowej i kombinatorycznej.
Rush [1] dzieli zastosowania reprezentacji struktur czasteczek na dwie gtéwne
kategorie: przechowywanie informacji o wiasciwosciach czasteczek (bazy da-
nych) oraz modelowanie tych wiasnosci (programy uzywane w chemii kwan-
towej, wizualizacji itp.) Z teoriografowym opisem struktury czasteczek bezpo-
$rednio zwigzane sg problemy algorytmiczne — metody wyszukiwania cykli
w grafach, znajdowania podgraféw izomorficznych itd., ktére sg naturalnym
uzupetnieniem opisanych dalej struktur danych, ale ich r6znorodnos¢ i rozleg-
to$¢ daleko wykraczajg poza temat niniejszego opracowania.

Metody opisu topologii czasteczek rozwijaja sie w dwoch Kierunkach:
notacji liniowej, oméwionej juz Kilka lat temu na famach ,,Wiadomos$ci Chemi-
cznych” [2] oraz tzw. systeméw topologicznych. Rush [1] definiuje systemy
topologiczne jako reprezentacje w postaci tablicy potgczen badz innej macie-
rzowej. Pojecie to jednak nie uwzglednia catej gamy rozwigzan, ktére nie uzy-
wajg macierzy jako reprezentacji maszynowej grafu, a wykorzystujg nowsze
metody, bedace odbiciem rozwoju metod i jezykéw programowania. Na po-
trzeby niniejszego artykutu zdefiniujemy wiec systemy topologiczne jako wszy-
stkie metody reprezentacji czasteczek, nie bedace notacjg liniowa.

PODSTAWOWE POJECIA TEORII GRAFOW
Celem doktadniejszego omoéwienia najwazniejszych metod reprezentacji
struktur czasteczek wprowadzimy kilka podstawowych poje¢, niezbednych

przy dalszym omawianiu zagadnienia.

4 — Wiadomosci Chemiczne 11-12/97
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Graf Gjest zdefiniowany jako para (X, U), gdzie X = {x1?x2, ..., X} jest
zbiorem wierzchotkéw, a V = {«x, u2, ..., un} jest zbiorem krawedzi, ktore
okreslone sg przez iloczyn Kkartezjanski [/e I x I = {(x,j"):xel,}'eZ}.
Grafjest zorientowany, jesli jego krawedzie majg wyrozniony kierunek. Droga
w grafie G nazywamy sekwencje krawedzi, w ktdrej koricowy wierzchotek jed-
nej krawedzi jest wierzchotkiem poczatkowym nastepnej. Droge, ktdra nie
przechodzi dwa razy przez te sama krawedz, nazywamy cyklem, jesli poczat-
kowy wierzchotek jest rowniez jej wierzchotkiem koricowym. Zwiaszcza cykl
sktadajacy sie z jednej krawedzi nazywamy petlg. Graf jest spdjny, jezeli dwa
dowolne wierzchotki mozna potaczy¢ co najmniej jedng droga. Liczba krawe-
dzi wychodzgcych z wierzchotka okres$lana jest jako stopien (rzad) wierzchotka
i jest oznaczana przez deg x. Diugos¢ drogi xOx1 ... xnto liczba krawedzi (W)
w drodze. Dtugo$¢ drogi (Sciezki) miedzy dwoma wierzchotkami xti x2 na-
zywana jest odlegtoscig d (xt, x2). Mowimy, ze graf G jest prosty, jesli spetnio-
ne sg dwa warunki: (1) nie ma petli, (2) dwa dowolne wierzchotki potgczone
s§ co najwyzej jedng krawedzig. Dla danego grafu G = (X, U), graf
G = (YXY)NU) z YczX jest jego podgrafem. Spojny graf bez cykli nazy-
wamy drzewem. Graf G = (X, U) jest bigrafem lub grafem dwudzielnym, jezeli
zbiér X moze by¢ podzielony na dwa podzbiory (X = Xt[jX2, X 1f]X2= &)
tak, ze wszystkie krawedzie z U majg jeden wierzchotek koricowy w a drugi
w X 2. Wierzchotkiem centralnym w grafie spéjnym jest ten, ktory od najdalej
potozonego wierzchotka grafu dzieli najmniejsza odlegtosé. Wierzchotek x gra-
fu niezorientowanego G = (X, U) jest punktem artykulacji, jesli usuniecie tego
wierzchotka i wszystkich incydentnych z nim krawedzi powoduje zwiekszenie
liczby sktadowych spéjnych grafu. Graf niezorientowany nazywamy dwuspdj-
nym, jesli jest on spéjny i nie zawiera punktow artykulacji. Dowolny mak-
symalny podgraf dwuspojny grafu G nazywamy sktadowg dwuspdjng lub blo-
kiem tego grafu.

Tabela 1. Lista rownowaznych poje¢ matematycznych i chemicz-
nych uzywanych do opisu poje¢ teoriografowych w chemii

Termin matematyczny

Wierzchotek

Krawedz

Graf chemiczny

Drzewo

Drzewo dwudzielne
Stopien wierzchotka
tancuch n wierzchotkéw
Cykl n wierzchotkéw
Liczba cyklomatyczna
Wielomian charakterystyczny
Macierz sgsiadowania

Chemiczny odpowiednik

Atom

Wigzanie chemiczne
Wzér strukturalny
Czasteczka acykliczna
Czasteczka tautomeryczna
Walencyjno$¢ atomu
n-polien

n-anulen

Liczba pierscieni
Wielomian sekulamy
Macierz topologiczna
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Zwykle struktury zwigzkéw chemicznych traktowane sgjako proste i spéj-
ne grafy niezorientowane. W tab. 1znajduje sie przedstawiona przez Rouvraya
[3] uproszczona lista poje¢ z zakresu teorii grafow i odpowiadajacych im
terminéw chemicznych.

ROZWOJ PIERWSZYCH SYSTEMOW REPREZENTACJI STRUKTUR
CZASTECZEK

Poczatkowo topologiczne systemy reprezentacji struktur czasteczek opie-
raty sie wylgcznie na r6znego rodzaju tablicach potgczen. Najwczesniejsze uzy-
cie takiej reprezentacji znajdujemy u Whelanda, w jego wykladach zaawan-
sowanej chemii organicznej na Uniwersytecie w Chicago [4], ktore pdzZniej
opublikowat w petnej postaci [5]. Wheland przyktadowo pokazat, ze acetal-
dehyd moze by¢ reprezentowany zaréwno poprzez tablice potaczen przedsta-
wiong w tab. 2, jak i wzory strukturalne a-c (rys. 1), poniewaz znaczenie geo-
metryczne wzorow jest nie wieksze od tablicy czy pelnej nazwy.

Ten stan rzeczy utrzymat siedo 1951 r.,
kiedy to amerykanski matematyk z Cam-  Tabela Z Tablica potaczen dla acetaldehydu
bridge (Massachussetts) Calvin N. Mooers C CHHHH
[6] zaproponowat reprezentowanie struk-
tur chemicznych przy uzyciu tablic ato-
mow i wigzan, umozliwiajgc tym samym
wyszukiwanie zgdanych struktur czy ich
fragmentow. Jednak sam Mooers nigdy
nie zajat sie realizacjg tego pomystu.

Kilka lat pdzZniej ukazaty sie dwie
znaczace prace, w ktorych autorzy stwo-
rzyli opisy topologiczne czasteczek, ale nie udato im sie odnie$¢ sukcesu w pra-
ktycznych zastosowaniach. Ray i Kirsch [7] z National Bureau of Standards
zastosowali reprezentacje Mooersa w stworzonym przez siebie systemie wy-
szukiwania struktur chemicznych. Jako wierzchotki grafu uwzglednili jedynie
atomy nie bedgce wodorami. Niestety, ich program byt bardzo powolny

(0]
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-0 0
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Rys. 1. Rownowazne wzory strukturalne dla acetaldehydu
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i wrazliwy na btedy przy wprowadzaniu danych. W drugiej pracy — Opplera
i Nortona [8] z Dow Chemical Company —jako wierzchotkow uzyto wiek-
szych fragmentow czasteczki (bez szczeg6towej ich analizy), co powodowato, ze
system nie byt w stanie wyszukiwaé wszystkich potencjalnie mozliwych struktur.

W 1962 r. Meyer i Wenke [9] przedstawili wyniki swoich prac nad pola-
czeniem i rozszerzeniem przedstawionych reprezentacji tablicowych. Jako da-
nych wejsciowych uzywali fragmentéw strukturalnych, ktére nastepnie byly
automatycznie dekodowane na atomy. Zaproponowali tablice sktadajgca sie
z szesciu kolumn, ktérych znaczenie przedstawiono w tab. 3. Zakodowali w ten
sposéb okoto 1000 struktur i na poczatku 1959 r. wykonali pierwsze prze-
szukiwanie takiej bazy na komputerze IBM w Paryzu [10]. Po wykonaniu tego
eksperymentu byto jasne, ze szybko$é dwczesnych komputeréw byta o kilka
rzedéw za mata oraz ze reczne kodowanie zaproponowanych tablic jest zbyt
pracochtonne.

Tabela 3. Reprezentaga tablicowa Meyera i Wenke

Kolumna Znaczenie
1 Numer atomu (na podstawie oryginalnej struktury)
2 Rodzaj atomu (oznaczenie liczbowe)
3-6 Numery atomdéw potgczonych z atomem, ktérego numer pojawia sie

w pierwszej kolumnie danego wiersza

Kolejnym krokiem byta praca Spialtera [11], ktéry przedstawit nowa me-
tode opisu struktur chemicznych z zastosowaniem macierzy potgczen atomow
(Atom Connectivity Matrix —ACM), ktora jest analogiczna do macierzy Whe-
landa, z tg réznica, ze symbole atomow sg umieszczane na jej diagonali, a nie
jako opisy wierszy i kolumn. Elementy pozadiagonalne macierzy ACM moga
zawiera¢ inne potrzebne informacje, jak np. symbole wigzan. Spialter dodat-
kowo wprowadzit wielomian charakterystyczny dla macierzy ACM (ACMCP),
ktéry poczatkowo miat stuzy¢ jako jednoznaczna reprezentacja struktury,
co jednak zostato zanegowane [12, 13]. Dodatkowg wadg ACMCP jest to, ze
na jego podstawie nie mozna odtworzy¢ macierzy ACM i moze stuzyc¢ jedy-
nie jako swoisty ,,numer rejestracyjny”. P6zniej jednak znaleziono prostsze
metody wyprowadzania takich numerdw ,,rejestracyjnych” na podstawie struk-
tury [14],

W 1963 r. Dyson, Cossum, Lynch i Morgan opisali metode tworzenia
reprezentacji macierzowej na podstawie notacji IUPAC [15], Mimo Ze praca
ta byfa rozwijana dalej przez innych, niewatpliwie Dyson z zespotem jako
pierwsi zauwazyli role reprezentacji macierzowej jako jezyka komunikacji mie-
dzy réznymi programami.

Najwazniejszymi pracami podsumowujacymi ten okres byty opisy struktur
chemicznych zaproponowane przez Morgana z Chemical Abstracts Service [16],
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ktérych uaktualniona postac bedzie oméwiona dalej, oraz Glucka ijego wspot-
pracownikéw (uzyli tablicy analogicznej do wprowadzonej przez Meyera i Wen-
kego) z koncernu DuPont [17, 18]. Stworzyli oni mocne matematyczne pod-
stawy rozwazanego problemu i gteboko zbadali problem jednoznacznosci re-
prezentacji struktury.

Modyfikacje wspomnianych klasycznych metod reprezentacji idg w kilku
kierunkach:

(@) kompresji informacji zawartej w catej tablicy potaczen;

(b) kompresji informacji wewnatrz pojedynczego wierzchotka grafu, po-
przez zmiane rodzaju informacji w nim umieszczonej;

(c) zastgpienie tablic bardziej efektywnymi strukturami, na przyktad li-
stami incydencji.

STOS POLACZEN

Przyktadem metod dokonujgcych kompresji informacji zawartych w ma-
cierzy potaczen jest tzw. stos potgczen, bedacy pewnym ciggiem elementow tej
macierzy. Jesli atJsg elementami macierzy, to elementy stosu alt a2, ..., ak, ...
jednoznacznie im odpowiadajg po zastosowaniu pewnych regut transformacji.
Kudo i Sasaki [19] zaproponowali przechowywanie macierzy trojkatnej gérnej
wierszami (reguta 1) lub kolumnami (reguta 2), czyli:

reguta 1.  k —N (i—L)—i(i+ )2+j (i<j);

regula 2. k=1i+0"-2)(/-1)/2 (i<]),
gdzie N jest rzedem macierzy.

Jedynka na stosie oznacza istnienie wigzania miedzy dwoma odpowied-
nimi atomami, zero —jego brak. Zwykle jedna struktura moze byc¢ reprezen-
towana przez kilka réznych stoséw potgczen. Przyktadowo dla trzech r6znych
izomerdw butanu istnieje 20 roznych stosow potgczen, co przedstawiono w tab. 4.
Pofaczenie miedzy atomami i orazj jest reprezentowane jako fc-ta cyfra stosu,
gdzie k jest otrzymywana z regut transformacji (rl, r2). Jesli cyfra jest 1, to

Tabela 4. Stosy pofaczen dla izomeréw butanu

Stos  Zawartos¢ rl r2 Stos Zawarto$¢ rl r2
Sl 111000 1 2 Sil 011100 3 3
S2 110100 2 1 S12 011010 3 3
S3 110010 1 2 S13 011001 3 3
sS4 110001 2 1 S14 010110 3 3
S5 101100 1 2 S15 010101 3 3
S6 101010 2 1 S16 010011 3 3
S7 101001 1 2 S17 001110 3 3
S8 100110 2 1 S18 001101 3 3
S9 100101 1 2 S19 001011 3 3

SIO 100011 2 1 S20 000111 3 3
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wystepuje potaczenie miedzy i a j, jesli 0 — potaczenia brak. Liczby 1, 2,
3w kolumnach rl, r2 oznaczajg odpowiednio izomery butanu: izobutan, mety-
locyklopropan oraz «-butan.

Jak wida¢, jeden stos moze reprezentowaé rézne czasteczki, zaleznie od
regut transformacji, jak rowniez jedna czasteczka moze by¢ reprezentowana
przez rozne stosy. Aby moc okre$lic dang czasteczke, wprowadzono jedno-
znaczng regute kanonizacji, dzieki ktérej mozna wybrac jeden stos opisujgcy
dang strukture przy danej regule transformacji. Reguta wybiera stos, ktéry
potraktowany jako liczba dziesietna ma najwiekszg warto$¢, w przypadku izo-
merow butanu pozostajg stosy SI, S2, S3.

TABLICE POLACZEN STOSOWANE
W CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE

Wiekszo$¢ metod opiera siejednak na umieszczaniu w wierzchotkach gra-
fu catych podstruktur zamiast pojedynczych atoméw. ROznig sie one miedzy
sobg przyjetymi kryteriami definiowania fragmentéw molekularnych.

Jednym z najwiekszych projektow majacych na celu m.in. gromadzenie
struktur czasteczek jest Chemical Abstracts Service (CAS). Kazda substancja
w systemie CAS jest reprezentowana przez tzw. unikatowy chemiczny rekord
rejestracji (Unique Chemical Registry Record), ktérego jedng z czterech sktado-
wych jest informacja o topologii [20]. Jednoznaczna tablica potaczen opisuje
wierzchotki acykliczne (nie nalezace do cykli w grafie) oraz potgczenia, wigza-
nia miedzy nimi. Wierzchotki cykliczne tub pierscieniowe sg zdefiniowane po-
przez swoje identyfikatory (Ring Identifier). Zdefiniowano réwniez ich potgcze-
nia z innymi wierzchotkami cyklicznymi lub acyklicznymi. Konwersja struk-
tury polega na przypisaniu poszczegélnym pierscieniom i uktadom cyklicznym
ich identyfikatorow w systemie, ktore sa traktowane przez system jako adresy
maszynowe podstruktur, co przyktadowo pokazano na rys. 2. Ostatecznie jed-
noznaczna tablica potgczen skiada sie z:

(1) listy identyfikatoréw pierscieni,

(2) reprezentacji atomoOw i wigzan acyklicznych w postaci tablicy pota-
czen,

(3) potaczen pomiedzy pierScieniowymi i acyklicznymi sktadowymi struk-
tury,

(4) odnosnik dla wierzchotkdw pierscieniowych wigzacy numerowanie
pierScieni z numerowaniem w ramach danej substancji.

Pierscienie przechowywane sg w osobnym pliku w postaci jednoznacz-
nej tablicy potaczen. Dla podanej struktury peing tablice potgczen pokazano

narys. 3, a na rys. 4 —informacje o pierscieniach przechowywane w osobnym
pliku.
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SYSTEMY BCT | EBCT

Przyktadem metody bardziej eleganckiej matematycznie jest kodowanie
za pomocg drzew blokowo-ztgczowych BCT (Block-Cutpoint Tree) [21]
i poszerzonych drzew blokowo-ztaczowych EBCT (Extended Block-Cutpoint
Tree) [22],

Twoércy struktur BCT i EBCT, tak jak i inni, zauwazyli, ze przy rozpoz-
nawaniu struktur chemicznych bezposrednie potgczenia miedzy atomami nie
zawsze muszg by¢ dostrzegane. Twierdza, ze miedzy pojedynczymi atomami
a calg czasteczkg mozna wyr6zni¢ wiele posrednich jednostek, ktore nazwali
blokami. W odr6znieniu jednak od wiekszosci rozwigzan prezentowanych
w tym artykule, metoda Hakayamy i Fujiwary jest precyzyjnie zdefiniowana
przy uzyciu teorii graféw i nie wymaga bazy wiedzy o fragmentach struktural-
nych czasteczek i arbitralnego ich wyboru.

Celem dok}adniejszego omdwienia ich reprezentacji nalezy jednak wpro-
wadzi¢ Kilka dodatkowych pojeé teoriografowych. Drzewo blokowo-ztgczowe
BCT jest zdefiniowane nastepujgco dla danego grafu G: T(Z, W) jest grafem
blokowo-ztgczowym grafu G (oznaczanym jako bc(G)), jesli:

(1) Z = CuB jest zbiorem wierzchotkéw, gdzie C = {cl5..., c,} jest zbio-
rem wszystkich ztgczy, a B = {JBI5..., Bnt}, to zbiér wszystkich blokéw grafu
G(Bt oznacza zbiér wierzchotkdéw bloku),

@ w=K , ..., M} = {(Bi, cj :BtsB, CjeC, c,eA}.

Graf bc(G) ma nastepujgce wiasnosci: (1) jest grafem dwudzielnym, (2) ma
tylko jeden wierzchotek centralny, (3)jest drzewem, (4) wierzchotki terminalne
sg blokami. Ze wzgledu na wiasno$¢ (3) graf blokowo-ztgczowy nazywany jest
drzewem (BCT).

Przyktadowy podziat na bloki grafu reprezentujgcego cholesterol przed-
stawiono na rys. 5. Na rys. 6 przedstawiono reprezentacje BCT dla tej sa-
mej czasteczki; wezly sg oznaczone czarnymi kétkami, bloki — kétkami pu-
stymi.

Jako reprezentacje maszynowg drzew BCT zaproponowano forme kano-
niczng dwudzielnej tablicy potaczen BCT (zwanej tablicag BCT). Dla grafu
z m blokami i n weztami numery wierszy macierzy m xn odnoszg sie do blo-
kéw, a numery kolumn —do ztgczy. Tablice BCT dla czasteczki cholesterolu
przedstawiono w tab. 5. Bloki przechowywane sg w osobnym stowniku blo-
kow.

Forme kanoniczng tablicy BCT otrzymuje sie nastepujgco:

(1) tworzenie formy kanonicznej BCT

(@) korzen BCT jest przypisany do wierzchotka centralnego,

(b) dany wierzchotek x nalezy do poziomu i, jesli d (x, x0) = i, gdzie xOjest
korzeniem. (Korzen jest jedynym wierzchotkiem na poziomie 0.)
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Iio

Rys. 5. Podziat grafu reprezentujacego cholesterol na bloki i odpowiadajacy mu graf
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Rys. 6. Reprezentacja BCT dla cholesterolu

© wierzchotki na poziomie i sg ustawione w kolejnosci wzrastajacej war-
tosci i wg nastepujacych regut:

reguta 1 wierzchotki majace wspolnego przodka stanowig grupe. Wierz-
chotki w grupie sg ustawione w sposéb ciggty na nastepnym poziomie za
przodkiem.

reguta 2: wierzchotki w grupie sg ustawione w malejacej kolejnosci licz-
by ich potomkow.

reguta 3:jesli dwa wierzchotki w grupie maja te samg liczbe potomkow,
brane sg pod uwage poddrzewa, ktérych korzeniami sg te dwa wierzchotki.
Leksykograficzne poréwnanie dwdch sekwencji potomkéw w obu poddrze-
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Tabela 5. Tablica BCT dla cholesterolu
1 2 3 4 5 6 7 8

1 1

2

3

4

5

6

7

8

9 1 1
10 1 1
1

12

wach ustawia oba poddrzewa (a co za tym idzie, oba wierzchotki, bedace ich
korzeniami) w malejacej kolejnosci. Jesli obie sekwencje sg identyczne, ich
ustawienie jest arbitralne, a oba poddrzewa sg réwnowazne.
() Konwersja formy kanonicznej BCT do tablicy kanonicznej BCT na-
stepuje zgodnie z nastepujgcymi regutami:
(@) niech min beda odpowiednio liczbg blokéw i ztaczy; m wierszy i n ko-
lumn jest odpowiednio przypisanych do blokéw i zigczy,
(b) wiersze i kolumny sg podzielone zgodnie z poziomami (uktad pozio-
méw pokazany jest na rys. 7),
© uktad pozioméw w tablicy BCT
odpowiada porzadkowi w formie kanoni-
cznej BCT.
Przyktad formy kanonicznej BCT po-
kazano na rys. 7, a odpowiadajaca jej tab-
lice kanoniczng w tab. 6.

Tabela 6. Kanoniczna tablica BCT dla cholesterolu

6 5 7 2 8 1 3 4 9

10 1 1

9 1 1

1 1 1

6 1

8 1 1

12 1 1 1 1

7 1 1

1 1

4 1

5 1

2 1
Rys. 7. Forma kanoniczna BCT 3 1
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Aby wyznaczy¢ tablice BCT, nalezy najpierw wyznaczy¢ podziat grafu
na bloki i zlgcza. Twdrcy BCT opierajg sie na algorytmach Harary’ego
[23].

Reprezentacja EBCT (Extended Block-Cutpoint Tree) jest poszerze-
niem BCT uwzgledniajgcym formuty Markusha, zwane tez strukturami ogol-
nymi. Formuty Markusha sg zwigzane szczegllnie z prawami patentowymi
[24]. Skiadajg sie z dwobch rodzajow czesci: czesci statej i czesci zmien-
nych, zwanych podstawnikami (substituents). Grupa Markusha to zbior roz-
nych podstawnikéw, z ktorych jeden jest potagczony z czescig statg albo inng
czescig zmienng struktury. Przyktadowa struktura Markusha przedstawiona
jest na rys. 8.

Rozszerzona reprezentacja BCT dla formut Mar-
kusha opisuje czes¢ statg formuty jako BCT, a kazdg
grupe Markusha traktuje jako wierzchotek odnosza-
cy sie do bloku, zwany wierzchotkiem ogdélnym (gene-
ric node). Tak wiec w EBCT zbidr wierzchotkéw blo-
kow sktada sie z wierzchotkéw specyficznych i ogdl-

nych. Autorzy wyrdzniajg trzy typy potaczen miedzy Rys. 8. Przyktadowa formu-
wierzchotkami, zaleznie od typu struktury wspotdzie- 13 Markusha. Rj = {alkil

lonej przez wierzchotki (rys. 9): [1-4]}; R2= {H, cyklopa-
(@) typ mostkowy (bridge type) —dwa wierzcho-  rafina [3-6]}; R3= {H, al-

Iki potaczone sa mostkiem, nie majg wspélnych ato- koksy}

mow;

(b) typ spiro (spiro type) — dwa wierzchotki majg wspdlny atom;

(c) fuzja (fusion type) — dwa wierzchotki dzielg wiecej niz jeden atom.

Polaczenia miedzy opisanymi wierzchotkami sg reprezentowane przez
rozszerzong macierz potgczen (ECM — Extended Connectivity Matrix), i-ty
wiersz ECM opisuje, jak i-ty wierzchotek potaczony jest z pozostatymi.
Element Cy zawiera informacje o typie i miejscu przytgczenia wierzchot-
kow i oraz j. Potozenie potaczenia jest identyfikowane przez jedng albo kilka
liczb przypisanych atomowi (wierzchotkowi) i. Istniejg cztery typy wyrazen na
elementy Cy przedstawione w tab. 7, gdzie dt (i= 1, 2,...) wskazuje numer
pozycji.

Przyktadowa reprezentacja EBCT dla struktury og6lnej przedstawiona
jest na rys. 10.

Tabela 7. Czteiy rodzaje elementow ECM (Cj)

Typ Wyrazenie
Specyficzny d,
Mostkowy b{dt, - 4>
Spiro s{dlt . <w

Fuga I(K i,
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Typ potaczenia Typ pozycji zbioru Przyktady

G-0 OO Oa
Mostkowy (() OCF~CCI
C0“03i

oo CC&3
spiro OO0 OSsij

00 OCR]

CD o0c9?
(J)
oD 0%°

Rys. 9. Mozliwe potgczenia w EBCT
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GRAFY ZREDUKOWANE

Inng metodg modyfikacji postaci grafu molekularnego jest redukcja grafu
opisana przez Lyncha i in. [25]. Ich zdaniem redukcja grafu umozliwia uogol-
nienie pewnych cech struktury chemicznej, zaréwno ogoélnych, jak i specyficz-
nych. Celem takiej redukcji jest otrzymanie grafu z mniejsza liczbg wierzchot-
kow, ktére moga by¢ szybciej przeszukiwane. Znalezione struktury w postaci
grafow zredukowanych sg nastepnie poddane petnej analizie. Autorzy propo-
nujg dwie gtdwne metody redukcji:

(@ Redukcja na podstawie podziatu sktadnikow grafu chemicznego na
liniowe i pierscieniowe (rys. 11). Oznaczenia: NC — uk#ad acykliczny z ato-
mami wegla, NZ — ukfad acykliczny zawierajgcy heteroatomy, RC —ukfad
pierscieniowy bez heteroatomoéw, RZ — uklad pierScieniowy z heteroato-
mami.

(b) Redukcja na podstawie agregacji ciagtych zespotow atomow wegla lub
heteroatomdw w pojedyncze wierzchotki (rys. 12); Oznaczenia: C — pojedyn-
czy atom wegla lub agregat atomow wegla, Z —pojedynczy heteroatom badz
agregat.

Obie metody redukcji zaktadajg, ze (a) pomija sie atomy wodoru, (b)
w wypadku redukcji do grafu pierscief/niepierscien pierscienie sktadajg sie
wytgcznie z atomow pierscienia i wewnetrznych wigzan (difenyl np. jest trakto-
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Rys. 11. Redukcja grafu poprzez podziat sktadowych na pierscieniowe i acykliczne

Rys. 12. Redukcja grafu wedtug podziatlu na atomy wegla i heteroatomy
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wany jako dwa potgczone cyklicznie wierzcholki), (c) agregaty heteroatoméw
wielokrotnie potgczone z agregatami weglowymi mogg tworzy¢ pierscienie co
najmniej czteroelementowe.

Grafy zredukowane sg szeroko zastosowane w badaniach w ramach proje-
ktu GENSAL [26, 27], dotyczacego kodowania informacji chemicznej do ce-
I6w patentowych.

TABLICA POLACZEN FRAGMENTOW

Jeszcze inng metode redukcji grafu za pomoca tablic potgczen fragmentow
(Fragment Connection Table —FCT) zastosowano w systemie Beilsteina [28].
Czasteczka dzieli sie na mniejsze fragmenty az do momentu, gdy mozna je
doktadnie zlokalizowa¢ w bibliotece systemu. Punkty fragmentacji traktowane
sg jako tzw. wierzchotki fragmentaryczne grafu {fragment vertices) i oznaczone
numerami ich atoméw. Potgczenia miedzy wierzchotkami fragmentarycznymi
sg traktowane jako krawedzie grafu i oznaczone liczbg posSrednich atomdw
wegla. Samotne atomy wegla, fancuchy weglowe oraz pierscienie weglowe sa
grafami punktowymi. Wszystkie mozliwe rodzaje wierzchotkéw przedstawiono
w tab. 8.

Tabela 8. Rodzaje wierzchotkow w FCT

Typ Znaczenie

Vi tancuch weglowy

V2  Pofgczone tancuchy weglowe

V3  Heteroatom lub grupa hetero;loméw w otwatym tancuchu
V4  PierScien weglowy

V5  Potaczenie pierscienia z tancuchem

V6  Pofaczenie dwdch pierscieni

V7  Heteroatom w pierscieniu

Aby dokonaé petnego opisu czasteczki, trzeba dodatkowo uwzglednié war-
tosciowosci wigzan (tab. 9) oraz oddalenie wigzania od wierzchotka gtéwnego.
Na podstawie takich informacji mozna
utworzyé tablice potaczen fragmentéw. Aby  Tabela 9. Wartosciowosci wigzan

jednak uzyska¢ jednoznaczng tablice typu Typ  Znaczenie
FCT, nalezy dodatkowo wprowadzi¢ kano- S
niczne numerowanie wierzchotkéw. Najniz- Bl Wigzanie pojedyncze

B2  Wiagzanie podwojne

52)’/ numer przypisany jest wierzchotkowi, B3 Wiazanie potréjne

ktory ma: B4  Wigzanie zdelokalizowane
1. najwiekszg warto$¢ vwierzchotka, B5  Wiazanie niekowalencyjne
2. najwieksza warto$¢ liczby atomowej B6  tadunek dodatni

lub grupy funkcyjnej, B7  tadunek ujemny
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3. najwieksza warto$¢ liczby atomowej wierzchotka liganda,

4. najwyzszy numer atomu wegla w wierzchotku,

5. najwyzszy numer atomu wegla w wierzchotku liganda,

6. najwyzszy numer sasiadujacego wierzchotka.

Przyktadowo dla struktury przedstawionej na rys. 13: (1) typ wierzchotka
V wprowadza podziat na trzy klasy (V3, V5, V7), (2) liczba atomowa dzieli je na
cztery klasy (separuje atomy nr 1 oraz 5), wreszcie (3) liczba atomowa sasied-
niego liganda wprowadza ostateczny podziat na pie¢ klas. Kolejne etapy prze-
numerowania FCT przedstawiono w tab. 10.

Tabela 10. Kolejne etapy przenumerowywania struktury reprezentowanej BI ro 3 5
przez FCT e N °

Numer Typ V 1 porzadek Atom 2. porzadek Atom 3. porzadek

1 3 3 Br 4 5

2 5 2 C 2 Br 3 Rys. 13. Przyktado-
3 7 1 o] 1 1 wa struktura i jej
4 5 2 C 2 o 2 arbitralna numera-
5 3 3 o) 3 4 i

cja

Rys. 14 przedstawia strukture przenumerowang zgodnie z opisanymi regu-
fami, a tab. 11 — otrzymana tablice potaczen fragmentéw. W tablicy tej LL
oznacza wierzchotki ligandéw o najnizszych numerach, do ktorych istnigje
droga z danego wierzchotka, C no. — liczby przystajgcych atomow wegla,
a BV — walencyjno$¢ wigzania.

1 4 Tabela 11. FCT dla przyktadowej struktury
Numer Atom LL C no. BV’s
1 (e}
2 C 1 0 1
Rys. 14. Struktura prze- 3 c 12 03 11
numerowana poprawnie 4 o 2 0 2
5 Br 3 0 1

DWUPOZIOMOWE ZWARTE TABLICE POLACZEN

Metoda zaproponowana przez Feibaiego i in. [29] jest swoistym potacze-
niem systemow topologicznych z notacja liniowa. Pierwotnie zaproponowali
oni zwartg tablice polaczehn [29] (Compact Connectivity Table), zbudowang
z wierzchotkéw podstawowych; wyr6zniono trzy rodzaje wierzchotkow:

1) atomowe — opisane za pomocg standardowych oznaczen pierwia-
stkéw,
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2) wierzchotki koddw liniowych — grupy takie, jak OH, NOz COOH,
S03H, CO, S02 NH, NH2 PO; nierozgatezione weglowodory sa opisane
poprzez og6lny wzor: Cn=dl, d2,... #tl, t2, ..., gdzie n oznacza liczbe ato-
méw wegla, dl, d I, ... sg pozycjami wigzan podwdjnych, arl, t2,... —potroj-
nych. Przyktadowo 1,3-butadien moze by¢ zapisany jako C4 = 1,3. Rozgatezio-
ne weglowodory dzielone sg na dwa rodzaje fragmentéw: pojedynczy atom
wegla z trzema lub czterema taricuchami oraz proste fafncuchy weglowe. Przy-
ktadowo zapis 5-metylo-4-propylononanu przedstawiono na rys. 15. Zwigzki
mostkowe sg opisane jako: L,, = dl, d2, ... [61,b2,...], gdzie njest catkowita
liczbg pierscieni, a dl, dI,... wskazujg na potozenie wigzan podwojnych.
Numery atomdw tworzacych mostki oznaczone sg w nawiasach kwadrato-
wych: [61,62,...]. Jesli zamiast wegli wystepujg heteroatomy, uzywa sie
notacji ZXxl, x2,gdzie X jest oznaczeniem heteroatomu, a xlI, x2,...
sg jego potozeniami w pierscieniu. Na przyktad bicyklo[2.2.1]hept-2-en moz-
na zapisaé¢ jako L7 = 2[2,2,1], a 2-oksa-7-tia-5-azabicyclo[2.2.2]octan jako
L8Z02S7N5[2,2,2].

3) wierzchotki graficzne — zwiazki wielocykliczne, ktore sg dekodowane
kody jako liniowe.

Cata struktura moze by¢ reprezentowana przez C3— C- C (4
tablice potaczen wierzchotkéw podstawowych (Basic CI3 (|:

Node Connectivity Table, BNC Table), sktadajacg sie
z czterech jednowymiarowych tablic; pierwsza z nich  Rys. 15. Zapis struktury
przechowuje wierzchotki podstawowe, a trzy pozostate ~ 5-Metylo-4-propylonona-

. . . . . nu z uzyciem pojecia wierz-
powigzania pomiedzy tymi wierzchotkami. Struktura . uzw podstawowych
przyktadowego barwnika zostata przedstawiona na
rys. 16a, a odpowiadajgca jej tablica BNC w tab. 12. W dodatkowej pierwszej
kolumnie umieszczono numer wierzchotka, w drugiej sam wierzchotek, w trzeciej
(Cl) tablice pozycji potaczen (cyfra przed kropka jest numerem wierzchotka
podstawowego umieszczonego na
poczatku wiazania, cyfra za kropka Tabela 12. Tablica BNC dla struktury z rysun-
— numer pozycji w pierscieniu), ku 162

w czwartej (C2) —wierzchotek pod- ~ Numer ~ Wierzchotek  CI C2  CN
stawowy na-drugi.m ’kc.)r’]c'u wiazani_a 1 A 12 2 1
ijego pozycja w pierscieniu, wreszcie 2 N-N 11 8 1
CN oznacza typ wigzania, cyfry 3 A2 14 9 1
1 2,..., 6 oznaczajg odpowiednio 4 NH 2 37 1
wiazanie pojedyncze, podwaéjne, po- 5  AZN246 33 4 1
trojne, zjonizowane, koordynacyjne 3 EH gg 1(1) i
i aromatyczne. 8 S03H 4 51 1

Dalszym rozszerzeniem tablic 9 S03H 53 6 1
BNC sa tablice potaczen rozszerzo- 10 S03H 55 12 1
nych wierzchotkéw [30] (Expanded E (F)H 6 [

Node Connectivity Table), w ktérych

5 — Wiadomosci Chemiczne 11-12/97
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Rys. 16. (a) Struktura przyktadowej czasteczki, (b) fragment uzyty jako wierzchotek rozszerzony

wprowadzono wierzchotki rozszerzone. Sg one kodowane jako wierzchotki
podstawowe z dwoma lub wiecej gateziami w potaczeniu z ich pierwszg warst-
wa wierzchotkéw podstawowych. Fragment struktury przedstawiony na rys.
16b moze by¢ opisany przez wierzchotek rozszerzony nastepujacej postaci:
A2;1-0H,2-N:N,3-S03H,6-NH, gdzie A2 jest wierzchotkiem podstawowym re-
prezentujgcym pierscien naftalenu, cztony po S$redniku reprezentujg cztery
sgsiadujace wierzchotki podstawowe i sktadajg sie z trzech czesci: (1) pozy-
cji przylaczenia, (2) symbolu typu wierzchotka, (3) listy dalszych przyle-
gtych wierzchotkéw. Wierzchotek rozszerzony jest wiec rodzajem podstruktury
doktadnie ukazujgcej potaczenia atomu centralnego (grupy atomoéw lub piers-
cienia) z przylegtymi don podstawnikami. Tablica potgczen rozszerzonych wie-
rzchotk6w sktada sie réwniez z czterech kolumn, pierwsza z nich opisuje wierz-
chotki rozszerzone, a trzy pozostate — potgczenia pomiedzy nimi (ECN1
i ECN2 — numery wierzchotkéw na obu koncach wigzan, ECN —typ wig-
zan). W tab. 13 przedstawiono tablice ENC reprezentujaca te sama strukture
co tablica BNC w tab. 12

Macierz potgczen wygenerowana arbitralnie moze nie byé unikatowa
I wymagane jest sprowadzenie jej do postaci kanonicznej. Celem unikniecia

Tabela 13. Tablica ENC dla struktury z rysunku 16

Numer  Wierzchotek rozszerzony N EC1 EC2 ECN
1 A;1-S03H,2+N:N,4-S03H 1 1 2 1
2 N:N;1-A,1-A2 2 2 3 1
3 A2;3-NH,6-SO3H,7-N:N,8-0H 3 3 4 1
4 NH;1-A2,1-AZN246 4 4 5 1
5 AZN246;1-NH,3-NH,5-F 5 5 6 1
6 NH;1-A,1-AZN246
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redundancji macierzy nalezy przenumerowac wierzchotki rozszerzone na pod-
stawie pieciu podanych ponizej atrybutow.

(1) Kod wierzchotka (Node Code —NC) liczba catkowita przypisana wierz-
chotkowi na podstawie porzadku alfabetycznego.

() Liczba rozgatezien (Branch Number - BN) dla danego wierzchotka.

() Wszechstronny kod wigzan (Bond Comprehensive Code — BCC) chara-
kteryzuje wszystkie wigzania danego wierzchotka i jest zdefiniowany nastepu-
jaco:

BCC = 0,1M +N2 +2,5N3 + 3N4+5N5 + SN6,

gdzie Ni, N2, N6 sa liczbami wigzan pojedynczych, podwdéjnych itd., wy-
chodzacych z danego wierzchotka.
(4) Kod przystajacych wierzchotkdw (Adjacency Node Code —ANC). Jest

on nastepujgco zdefiniowany przez uporzadkowane kody sasiadujacych wierz-
chotkéw (NCI > NC2 > NC3 >...):

ANC = NCI +NC2/102+NC3/103+ ...+NCi/102(i- 1).

(5) Kod przystajacych gatezi (Adjacency Branch Code — ABC) zdefinio-
wany jako:

ABC = BN1+ BN2/10+ BN3/102+ ...+ BNi/10i- 1

gdzie BNi sg liczbami rozgatezien, przy czym BN1 > BN2 > BN3 > ...

Kanonizacja tablicy ENC jest prowadzona zgodnie z nastepujgcg proce-
dura:

(1) najpierw wyszukuje sie gtéwny wierzchotek zgodnie majacy maksyma-
Ing warto$¢ pierwszego z mozliwych atrybutow: BN, NC, BCC, ANC, ABC.

(2) Nastepnie sposrdd sasiadow gtéwnego wierzchotka wybiera sie nastep-
ny, stosujac te same reguty.

(3 Analogicznie postepuje sie dla pozostatych wierzchotkdw.

Postaé¢ kanoniczng tablicy ENC dla struktury z rys. 16 przedstawiono
w tab. 14.

Numery pozycji w pierécieniu réwniez musza by¢ skanonizowane. Algo-
rytm normalizacji pozycji opiera si¢ na nastepujacych regutach:

(@ minimalny numer pozyq'i heteroatomu z sekwencji O, S, N, ...,

Tabela 14. Posta¢ kanoniczna tablicy ENC dla struktury z rys. 16

Numer  Wierzchotek rozszerzony N EC1 EC2 ECN
1 A2;3-NH,6-S03H,7-N:N,8-0H 1 1 2 1
2 N:N;1-A1-A2 2 1 3 1
3 NH,1-A2,1-AZN246 3 2 4 1
4 A;1-S03H,2-N:N,4~S03H 4 3 5 1
5 AZN246;1-NH,3-NH,5-F 5 5 6 1
6 NH;1-A,1-AZN246
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(b) minimalny numer pozycji podwdjnego wigzania,

(¢) minimalny numer pozycji podstawnikéw.

Reprezentacja ta zostata zaimplementowana i wykorzystana miedzy in-
nymi do komercyjnej bazy danych barwnikow [31].

KODOWANIE UWZGLEDNIAJACE GEOMETRIE CZASTECZKI

Niektére z metod reprezentacji informacji topologicznej prébuja uwzgled-
ni¢ dane o geometrii molekuty, co umozliwia tworzenie efektywniejszego opro-
gramowania obliczeniowego. Przyktadem takiej metody sg grafy WBV (Weight-
ed Bond-Valence) i WOBV (Weighted Oriented Bond-Valence) [32], ktérych

Rys. 17. Struktura metyloaminy (a) oraz odpowiadajacy jej graf WBV (b) i WOBV (c)
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wierzchotkami sg wigzania (w nich zakodowana jest informacja o diugosci
wigzan), a wazone krawedzie opisujg katy pomiedzy wigzaniami. W grafie
WOBYV dodatkowo kazdy wierzchotek (wigzanie) jest zorientowany, tzn. stano-
wi swoisty dwuwierzchotkowy podgraf, zbudowany z atoméw tworzacych wia-
zanie. Na rys. 17 przedstawiono strukture czasteczki metyloaminy (a) oraz
odpowiadajace jej grafy WBV (b) oraz WOBYV (C). Reprezentacje maszynowg
opisanych graféw zrealizowano poprzez zdublowang liste incydencji. Metoda
zostata zastosowana do obliczania wartosci elementéw macierzy energii kine-
tycznej G, gdzie z jednej strony grafy byly przeszukiwane celem znalezienia
podgrafow izomorficznych ze strukturami, dla ktérych zdefiniowane sg wyra-
zenia na elementy macierzy, a z drugiej niezbednajest petna informacja o geo-
metrii czasteczki.

PODSUMOWANIE

W artykule zostaty przedstawione najwazniejsze metody reprezentacji
struktur czasteczek, ktére maja kluczowe znaczenie w szerokiej klasie zagad-
nien. Interesujgce jest, ze metody przechowywania struktur, opracowane pier-
wotnie na potrzeby chemii, znalazty zastosowanie w innych dziedzinach nauki.
Z wynikow tych badan korzysta sie przy opisie obwodow elektrycznych, w me-
chanice (na przyktad w dokumentacji schematéw) itd. Odpowiedzi na pytanie,
dlaczego chemicy byli na czele w dziedzinie badan nad kodowaniem i prze-
szukiwaniem struktur udziela Meyer [10]. Wymienia on kilka przyczyn takie-
go stanu rzeczy, m.in. to, ze w chemii mamy do czynienia z dobrze okre$lonymi
pojeciami (atom, czasteczka), co znacznie utatwia opis ich reprezentacji, a row-
niez to, ze chemia opiera sie na ogromnej liczbie powtarzalnych faktow, kt6re
sg czesto uzyteczne po wielu dziesiecioleciach (przyktadem sg cho¢by metody
syntezy). Z tego tez wzgledu rozwoj metod dokumentacji chemicznej jest szcze-
gblnie intensywny i wart wysitkdw. Wystarczy powiedzieé, ze korzenie systemu
Beilsteina siegajg pierwszej edycji podrecznika Fryderyka Konrada Beilsteina
z 1881 r., a sam system zostat stworzony i przetestowany miedzy 1907 a 1912
rokiem przez Pragera, Jacobsona, Schmidta i Sterna [28].

Znaczenia roli systemOw topologicznej reprezentacji struktur czasteczek
nie mozna przeceniaé, zwazywszy ilos¢ oprogramowania chemicznego, dla kt6-
rego wspomniany problem jest kluczowy i decyduje o jego jakosci oraz efek-
tywnosci.

Autor pragnie serdecznie podziekowaé panu prof. dr hab. Jerzemu Piot-
rowi Hawrankowi za zasugerowanie tematu niniejszego artykutu i cenng dys-
kusje.
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ABSTRACT

Chemical compounds, including pesticides, are the major contaminants in water,
soil and food [1-4], bringing about the incidence of poisoning and various forms of
allergy [5-9], Due to numerous applicaiions of herbicides in agriculture [10, 11], new
and better methods for their determination are constantly searched for [12].

In the present study, we deal with s-triazine derivatives (formulas I-H1 and Tab. 1)
which are slightly soluble in water, readily excreted from the organism and charac-
terised by relatively low toxicity (Tab. 2) [13]. These herbicides are determined still by
HPLC, GC and TLC methods [2, 14-16] which are very effective but require an
expensive and modem equipment. Therefore, in the seventies, researchers started to use
the TLC method in combination with the inhibition phenomena ofenzymatic processes
[17-20], These studies are continued [21, 22], although in the nineties, immunoassays
were used for the analysis of water and food. These methods have gained great ap-
preciation due to the fact that they are equally sensitive as HPLC and GC methods, but
they also allow one to determine a given compound selectively among many others
without any sample separation and concentration. The immunochemical procedures
may be defined as methods which utilise the reaction of bonding between antibody and
antigen, with one of the process components being a tracer (fluorescence label, isotope
or enzyme). There are qualitative methods such as the immunomorphological ones and
guantitative such as the immunoassays [23], as shown in Fig. 1

In the immunoenzymatic methods, the tracer is an enzyme, while the spectro-
photometric measurement of the substrate colour is a quantitative measure of the
process. The most popular is the indirect method known as ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) in which an antibody or antigen is immobilised on a solid sub-
strate. This method has been used for several years to determine pesticides in water, soil
and food [24]. The sensitivity of the ELISA method can be increased by such factors
as the type of solid substrate used (magnetic particles [25-30], microplates [31], mo-
dified silicone capillaries [32-35], the use of suitable enzyme as tracer [32, 36] and
the use of an appropriate antibody [36-44] which is selectively linked with the given
antigen

It has been shown in papers [25-30] that the use of magnetic particles makes it
possible to detect pesticides in quantities at a level of several ppb (Tab. 3) in water and
soil. These are the quantities comparable with those determined by conventional me-
thods, with the correlation coefficient of both methods being close to unity. The recove-
ry of atrazine [31] by the ELISA method with the use of magnetic particles is the same
as that in the case of using microplates (Tab. 4). The sensitivities of both methods are
also comparable, although the scatter of results is lower in the first method.

The literature review and our experimental studies [24] have shown that FTI1SA
methods are suitable for the examination of toxic components in water, soil and food,
and, moreover, they can successfully replace the methods used so far. They are relatively
easy in use and characterised by a high sensitivity and specificity. The relatively short
time required to carry out the analysis makes it possible to use these methods to test
raw materials and final products, as well as to inspect the course of technological
Processes.
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W ostatnich latach chemikalia w wodzie, glebie i zywnosci stajg sie tema-
tem priorytetowym ze wzgledu na bezpieczeristwo konsumentéw. Dotyczy to
w duzej mierze stosowanych pestycydéw. Pomimo do$¢ znacznej biodegradacji
w srodowisku naturalnym obserwuje sie wzrost ich zawarto$ci w wodzie, glebie
i zywnosci [1-4], Sa one powodem nie tylko ostrych zatru¢, lecz i przyczyng
wystepowania u ludzi i zwierzat ré6znych form alergii [5-9]. Pestycydy, ze
wzgledu na duzg toksyczno$¢, wptyw na organizmy wodne oraz szerokie stoso-
wanie gtdwnie w rolnictwie i leSnictwie, wymagajg szczegdlnej uwagi [10, 11].
W 1993 r. w USA herbicydy stanowity 70-80% wszystkich produkowanych
pestycydow, w tym okoto 30% stanowity pochodne triazyny, stosowane gtow-
nie w ochronie upraw kukurydzy, zb6z i ryzu. W Polsce ze wzgledu na inny
charakter upraw rolnych te ilosci sa nizsze i wynosza odpowiednio 60 i 14%.
Z tych przyczyn wecigz poszukuje sie nowych i bardziej czutych metod oznacza-
nia pestycyddw, szeroko wykorzystujagc mozliwosci nowych technik badaw-
czych, takich jak np. techniki immunochemiczne [12].

BUDOWA, WEASNOSCI ORAZ DZIALANIE TOKSYCZNE
PESTYCYDOW TRIAZYNOWYCH

Srodki chemiczne stuzace do zwalczania réznego typu szkodliwych or-
ganizméw w zaleznosci od przeznaczenia i stosowania dzielimy na 6 grup:
fungicydy (grzybobojcze), herbicydy (chwastobojcze), insektycydy (owadobdj-
cze), moluskocydy ($limakobdjcze), nematocydy (do zwalczania nicieni) oraz
rodentycydy (do zwalczania gryzoni). Do grupy fungicydéw zalicza si¢ rowniez
$rodki chemiczne dziatajgce zab6jczo na organizmy wywotujace choroby, takie
jak: grzyby (fungi), bakterie (bakteriocydy) i roztocza (akarycydy). Grupa ta
obejmuje takze antybiotyki.

Ze wzgledu na budowe chemiczng pestycydy dzieli sie na nieorganiczne
i organiczne. W wiekszosci wypadkow najczesciej uzywane pestycydy nalezg
do organicznych zwigzkéw przynaleznych do réznych klas. Sg to zwigzki
chloroorganiczne, fosforoorganiczne, pochodne mocznikowe, pochodne kwasu
octowego, karbaminianowe, triazynowe, pochodne fenolu, syntetyczne pyre-
troidy itp.

Znaczenie gospodarcze herbicyddéw triazynowych jest zwigzane przede
wszystkim ze skutecznym zwalczaniem chwastéw w uprawach rolnych, co nie-
jednokrotnie powoduje czesciowe zastgpienie niektorych zabiegéw agrotech-
nicznych. Do rolnictwa zostaty one wprowadzone w potowie lat 50., za sprawg
firmy szwajcarskiej Geigy SA, a nastepnie Ciba-Geigy [3].

Do pestycydow triazynowych zaliczamy gtdwnie pochodne symetrycznej
(s) triazyny, czyli 1,3,5-triazyny (wzor 1), pochodne [,3,5-triazyno-2,4-dionu
(wzor 1I) i niesymetrycznej (as) triazyny, czyli 1,2,4-triazyny (wzor II).
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(0] (@n 0
Najliczniejszg grupe stanowig pochodne s-triazyny, ktore mozna podzieli¢ na
trzy podgrupy: 2-chloro-s-triazyny, 2-metylotio-s-triazyny i 2-metoksy-s-tria-
zyny (tab. 1)

Tabela 1 Nazwy i budowa czasteczek herbicydéw triazynowych (wzory I-111)
Wz6r
Pochodne Nazwa R
ogoélny Rt r2
symazyna CT™M12CINS Cl nhc2h5 c2h5
atrazyna c8n l4cinb Cl nhczh5 CH(CH3)2
terbutylazyna  C9H16CINs Cl nhc2h5 C(CH3)3
propazyna c% 16cin5 Cl NHCH(CH3)2 CH(CH3)2
cyjanazyna C9H13CING Cl nhc2h5 C(CNXCH3)2
s-Triazyny azyprotryna CMItSN7 sch3 3 CH(CH3)2
(wz6r 1)  desmetryna C8H1sSN5 sch3 nhch3 CH(CH32
symetryna c8h 15snb5 sch3 nhc2h5 cz2h5
ametryna cO%h 17sn5 sch3 nhc2hb CH(CH3)2
prometryna CiOH19SNs sch3 NHCH(CH32 CH(CH3)2
terbutryna C10H 19SNs sch3 NHCZ2Hs C(CH3)2
metoprotryna  Ch H210SN5 sch3 NH(CH230CH3 CH(CH3?2
atraton c9 lfonb och3 nhc2n5 CH(CH3)?2
s-Triazyn-
-2,4-dionu  heksazinon NINDON2NG CeH« ch3 N(CH?3)2
(wzor 1)
as-Triazyn-
-5-onu metribuzin c8h ldosné sch3 nh2 C(CH3)3
(wzor 1)

Pestycydy triazynowe sg substancjami statymi, bezbarwnymi lub biatymi.
Dobrze rozpuszczajg sie w rozpuszczalnikach organicznych, stabiej w wodzie.
Zwigzki te nie kumulujg sie w organizmie zwierzat i sg wydalane przez uktad
moczowy. Dlatego dopuszczalne ilosci pozostatosci tych pestycydéw w owo-
cach i zbozu sg dos¢ wysokie i wynoszg od 0,1 do 1,0 mg/kg (tab. 2) [13].
Toksyczno$¢ ostra tych herbicydoéw dla ssakow oraz pszczét jest niewielka.
Dawki LD dla szczura wynoszg od 1,3 g/kg dla symazyny do 6,0 g/kg dla
propazyny. Mechanizm toksycznego dziatania tych zwigzkéw na rosliny po-
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Tabela 2. Wiasnosci fizykochemiczne i toksycznos¢ herbicydéw triazynowych [13]

Temp._ Rozpuszczalnosc Toksycznosé Dopuszczallna zawar-
Pestycyd topnienia [mg/dm3] ostra LD%0 to$¢ w zywnosci
c°C] [£'kg] [mg, leg]
Symazyna 225-227 woda — 5 woda — 0,0024
etanol — 300 szczur — ziarna zb6z — 10
metanol — 400 1,3-4,0 owoce — 0,2
chloroform — 900 winogrona — 0,05
Atrazyna 171-174  woda — 70
etanol — 12000 kréolik — 338

ziarna zb6z — 0,1
metanol — 18000 szczur — 1,4-3,0

chloroform — 52000
Propazyna 213-215 woda — 8,6
staba w rozpuszczal- szczur — 5,0-6,0 ziarna zb6z — 0,2
nikach organicznych
Metribuzin 124-126 woda — 1200 szczur — 2,2 ziarna zb6z — 0,1
pomidory — 0,1

lega na zaktocaniu procesu fotosyntezy w wyniku hamowania reakcji przenie-
sienia elektronu. Stwierdzono, ze oporno$¢ kukurydzy i zbéz na toksyczne
dziatanie herbicydow triazynowych polega na metabolicznych przemianach,
jakim one ulegajg przy udziale naturalnego sktadnika tych roslin, a mianowicie
pochodnej benzoksazonu [3]. Nastepuje reakcja hydroksylacji w pozycji 2
pierscienia heterocyklicznego triazyn, co powoduje catkowity zanik wiasnosci
fitotoksycznych tych zwigzkéw. Procesy chemiczne zwigzane z przemianami
tych zwigzkow w glebie sg powolne. Ocenia sig, ze peiny rozktad np. atrazyny
w glebie trwa 18-20 miesiecy.

METODY OZNACZANIA HERBICYDOW TRIAZYNOWYCH
METODY TRADYCYJINE

W analizie fizykochemicznej pestycydéw znalazty zastosowanie rozmaite
metody chromatograficzne, a wsréd nich metoda wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej (high performance liquid chromatography —HPLC), chromato-
grafia gazowa (gas chromatography — GC) oraz chromatografia cienkowarst-
wowa (thin-layer chromatography — TLC). Metody te sg w dalszym ciaggu
czesto stosowane w oznaczaniu pestycyddw, w tym takze triazynowych [2,
14-16]. Pozwalajg one nie tylko na rozdzielenie mieszanin, ale i na ich ozna-
czenie. Herbicyd dicamba mozna oznaczy¢ na poziomie 1 ppb w wodzie i 10
ppb w glebie [14], a atrazyne i produkty jej degradacji na poziomie 0,4 ppb
w wodzie i 40 ppb w glebie [2] oraz atrazyne w wodzie w zakresie 1-500 ppt
[15]. Sa to metody bardzo efektywne, lecz wymagaja drogiej aparatury i nowo-
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czesnego oprzyrzadowania. Ze wzgledu na ustalong juz renome metod HPLC
i GC sg one obecnie stosowane bardzo czesto jako metody poréwnawcze,
podczas opracowywania i wprowadzania do praktyki analitycznej nowych me-
tod analitycznych. W wielu wypadkach skomplikowane i kosztowne badania
metodami HPLC i GC nie sg konieczne, gdyz czesto chodzi tylko o ustalenie
poziomu danego pestycydu. Dlatego w latach 1972-1979 do rozdzielania i iden-
tyfikacji pestycydéw zaczeto stosowacé znacznie prostszg i znacznie mniej kosz-
towna, a zarazem efektywng metode chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
w pofaczeniu z wykorzystaniem zjawiska inhibicji reakcji enzymatycznej (en-
zymatic inhibition —EI). Metoda ta zostata nazwana metodg TLC-EI [17-20].
W pracach dotyczacych tej metody wiele uwagi po$wiecono takim problemom,
jak: warunki ekstrakcji badanych pestycydow z prébki, warunki wykonywania
rozdziatu chromatograficznego (dobér odpowiednich no$nikéw oraz uktadéw
rozwijajacych), wybér enzymu, ktéry ulegatby wyraznej inhibicji pod wptywem
danego pestycydu oraz dobo6r odpowiedniego substratu dla danego enzymu,
bez koniecznos$ci stosowania dodatkowej reakcji barwnej na wykrycie na chro-
matogramach produktow reakcji enzymatycznej. Prace badawcze nad szer-
szym wykorzystaniem metod TLC i TLC-EI sg w dalszym ciggu prowadzone
zarobwno w zakresie analizy jakosciowej, jak i iloSciowego oznaczania pestycy-
dow triazynowych z zastosowaniem bardzo ztozonych indykatoréw organicz-
nych [21, 22]. Obecnie w zwigzku z koniecznoscig kontroli toksycznych sktad-
nikéw w zywnosci, wodzie i glebie zmierza sie takze do wprowadzania bardzo
szybkich i tanich, a zarazem czutych metod przydatnych w laboratoriach kont-
rolnych. Takie wymagania spetniajg niewatpliwie metody immunologiczne.

CHARAKTERYSTYKA 1LOSCIOWYCH METOD IMMUNOLOGICZNYCH
(IMMUNOASSA YS)

Wprowadzenie metod immunologicznych do analizy zywnosci nastgpito
w latach 90. biezgcego stulecia. Metody te zdobyty duze uznanie ze wzgledu na
to, ze sg bardzo czute i pozwalajg wybidrczo oznacza¢ dany zwigzek obok
wielu innych. Sg one ponadto stosunkowo tanie, gdyz nie wymagajg skom-
plikowanej aparatury i umozliwiajg jednoczesne dokonanie analizy duzej licz-
by prébek (monitoring).

Metody immunologiczne mozna zdefiniowac jako metody wykorzystujace
reakcje wigzania przeciwciata z antygenem. Ich ogélng zasadg jest zwigzanie
jednego ze skfadnikow reakcji ze znacznikiem (markerem), dzieki czemu moz-
na precyzyjnie okre$li¢ stopien przereagowania. Role znacznika moze petnic
fluorochrom, izotop lub enzym. Typ zastosowanego znacznika okresla rodzaj
reakcji. Fluorochromy, takie jak: izotiocyjanian fluoroesceiny (FITC) lub izo-
tiocyjanian tetrametylorodaminy (TRITC), zwiazane zazwyczaj ze swoistym
przeciwciatem, stosuje sie do okre$lenia miejsca wystepowania antygenu w tkan-
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ce lub komorkach. Reakcje przeciwciato-antygen natomiast, gdzie znacznikiem
jest izotop lub enzym, wykorzystuje sie¢ zarbwno w metodach immunomor-
fologicznych (jako$ciowych), jak i ilosciowych metodach immunologicznych
(immunoassays) [23],

lloSciowe metody immunologiczne mozna zatem podzieli¢ na metody ra-
dioimmunologiczne oraz metody immunoenzymatyczne (rys. 1). Metody radio-
immunologiczne stosuje sie gtdwnie w badaniach Kklinicznych. Uzywa sig ich
w endokrynologii do oznaczania nieomal wszystkich znanych hormonéw,
w alergologii do oznaczania swoistych przeciwciat klasy IgE, w onkologii

Metody immunologiczne

Metody radioimmunologiczne

Metoda kompetycyjna Metody bezposrednie,
homogenne (EMIT)

Metoda fazy stalej
(sandwich=kanapkowa)

Metoda immuno-
radiometryczna

Technika Farra
(metoda bezposrednia)

Test RAST

Metoda immuno-
enzymatyczna,
niekompetycyjna

Rys. 1. Podziat ilosciowych metod immunologicznych
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do oceny biatek towarzyszacych nowotworom, a takze do oznaczania witamin,
lekéw itp. Czuto$¢ metod radioimmunologicznych obejmuje wielkosci rzedu
10"12 g. W zaleznosci od tego, czy stosuje sie znakowany antygen, czy znako-
wane przeciwcialo oraz czy reakcje prowadzi sie w roztworze, czy jeden ze
sktadnikéw reakcji zwigzany jest z podtozem (studzienka mikroptytki, Scianka
probowki, czasteczki magnetyczne), rozroznia sie pie¢ nastepujagcych metod:
kompetycyjna, fazy statej (sandwich), immunoradiometryczna, bezposrednia
(technika Farra) oraz test RAST (radioallergosorbent test).

W metodach immunoenzymatycznych zamiast znacznika izotopowego
stosuje sie enzym. Pomiar aktywnosci enzymu, najczesciej za pomoca spek-
trofotometrycznej oceny zmienionej barwy substratu, jest miernikiem iloscio-
wym przebiegu reakcji. Metody immunoenzymatyczne (EIA — enzymatic im-
munoassays) dzieli sie na bezposrednie (homogenne), tzw. EMIT (enzyme multi-
plied immunoassay technique), oraz na metody posrednie (heterogenne), tzw.
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). Te ostatnie stuza do okreslenia
stezenia antygenu lub do okre$lenia stezenia przeciwciat.

Techniki immunologiczne stuzace do oceny pozostatosci pestycydow w zy-
wnosci, w wodzie pitnej i w glebie rozwinely sie w ciggu ostatnich 10 lat.
Najwieksza liczba prac pochodzi z ostatnich pieciu lat i dotyczy gtéwnie za-
stosowania metody ELISA. Koszt tych metod w poréwnaniu z metodami ra-
dioimmunologicznymi jest duzo nizszy przy zachowaniu czutosci tego samego
rzedu. Produkcja odpowiednich mikroptytek oraz specjalistycznej aparatury
do odczytu absorbancji w kolejnych mikrostudzienkach tych ptytek (czytniki
do testow ELISA), a réwniez mozliwos¢ wyprodukowania na drodze biologi-
cznej wysoce specyficznych przeciwciat monoklonalnych, potrzebnych do
oznaczania danego antygenu, spowodowaty, ze metody ELISA staty sie obec-
nie odrebng dziedzing wsréd metod analitycznych.

W Polsce metody te sg jeszcze mato stosowane, pomimo ze odpowiednie
testy do oznaczania wielu kancerogennych sktadnikéw zywnosci sg na naszym
rynku dostepne (np. firmy Riedel-de Haen lub R-Biopharm GmbH). Uzyskane
przez nas wyniki oznaczania atrazyny w produktach spozywczych i w wodach
gruntowych przy uzyciu tych testow opisaliSmy w pracy [24].

CZYNNIKI WPLYWAJACE
NA PODWYZSZENIE CZULOSCI METODY ELISA

WPLYW STALEGO PODLOZA

W metodzie ELISA istotnymi zagadnieniami wptywajacymi na precyzje
i czutos¢ tej metody sa: zastosowanie odpowiedniego, specyficznego przeciw-
ciala, zastosowanie odpowiedniego enzymu, a takze substratu oraz zagadnienie
zwigzania przeciwciat czy antygenu ze statym podtozem. Statym podtozem jest
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najczesciej Scianka mikrostudzienki ptytki polistyrenowej, $cianka probowki,
kulki szklane lub plastykowe oraz ostatnio stosowany dodatek czastek ob-
darzonych tadunkiem magnetycznym. Ten ostatni uktad jest bardziej stabilny,
gdyz zwykte wyeliminowany jest problem desorpcji oraz problem zwigzany
z rbwnomiernym pokryciem przeciwciatem lub antygenem $cianek mikrostu-
dzienek. Metoda z uzyciem magnetycznych proszkéw zastosowana w tescie
ELISA jest opisana w pracach Rubio i wsp. [25] oraz Itak i wsp. [26]. Wyko-
rzystano je przy oznaczaniu cyjanazyny [27], metolachloru w wodzie i glebie
[28], herbicydu 2,4-D i jego pochodnych w $Srodowisku wodnym [29] oraz
w opracowanej metodzie oznaczania tiasulfuronu w glebie i w roztworach
wodnych [30]. W tych pracach wykazano, ze uzycie czastek magnetycznych,
oprécz zastosowania odpowiednich przeciwciat, pozwala wykry¢ badane pes-
tycydy na poziomie ppb, czyli w ilosciach poréwnywalnych z ilosciami ozna-
czanymi metodg HPLC czy GC przy wspotczynniku korelacji dla obu metod
bliskim jednosci (tab. 3). Aga i Thurman [31] w badaniach metodg ELISA przy

Tabela 3. Poréwnanie wynikéw oznaczania herbicydéw metodg ELISA przy zastosowaniu czastek
magnetycznych z metodami klasycznymi (HPLC, GC)

Obiekt Zakres oznaczania Liczba prob  Wspétczynnik

Herbicyd badany [opb] ) korelacji (1) Literatura
Cyjanazyna woda, gleba 0-15 55 0,964 [27]
Metolachlor woda, gleba 0-6 58 0,976 [28]
2,4-D woda 0-400 56 0,970 [29]
Tiasulfuron gleba 0,1- 10 nie podano 0,960 [30]

zastosowaniu réznego podtoza stwierdzili, ze odzysk atrazyny w obu wypad-
kach jest porébwnywalny (ok. 95%). Jednakze przy zastosowaniu czastek mag-
netycznych wiekszo$¢ oznaczen oscyluje woko6t wartosci Sredniej przy niewiel-
kim procencie btedu (£7,2%), przy zastosowaniu mikroptytek natomiast uzys-
kuje sie duzy rozrzut wynikow od 86 do 112% (tab. 4). Chociaz czuto$¢ obu
metod ELISA byta poréwnywalna, to metoda z zastosowaniem czasteczek
magnetycznych daje wieksza precyzje oznaczen (od 10 do 20%), co jest zwigza-
ne z wiekszg szybko$cig zachodzacych reakcji.

Ostatnio zaczeto stosowac specjalne, modyfikowane kapilary silikonowe ze
zwigzanymi kowalencyjnie przeciwciatami [32]. Zmniejsza to ryzyko uwolnienia
aktywnych przeciwciat, co w metodach immunochemicznych jest bardzo istotne,
rzutujagc na czutos¢ i powtarzalnosé metody. Uzycie kapilar pozwala zreduko-
wac ilos¢ wymaganego roztworu reagujgcego do 22 pi, wykonaé pomiar meto-
dg przeptywowaq oraz zastosowacé elektrochemiczng detekcje, ktora jest bar-
dziej czuta niz detekcja UV [33]. Zastosowanie kapilarnej metody immunoen-
zymatycznej z detekcjg amperometryczng produktu reakcji enzymatycznej
(p-aminofenolu) pozwolito autorom [32] oznaczy(¢ atrazyne w wodzie w grani-
cach od 0,1 do 10 (il/dm3 przy granicznej wykrywalnosci 0,1 nl/dm3 oraz ob-
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Tabela 4. Odzysk atrazyny dodanej do wody destylowanej
i 0znaczanej metoda SPE-ELISA z zastosowaniem mikroptytek
lub czastek magnetycznych [29]

Stezenie Odzysk atrazyny przi zastosowaniu
Lp. atrazyny faz statych [%]
w wodzie . . .
[ng/dm3] czastki magnetyczne mikroptytki
1 1 120+55 112+ 54
2. 5 96+7 103+10
3 10 98+ 7 97+24
4. 15 94+12 86+23
5. 20 89+8 89+ 11
6. 25 97+2 92+ 14
7. 50 79+11 86+5

nizy¢ czas wykonywania pomiaru ze 180 min. w analizach chromatograficz-
nych do < 60 min. Metode te zastosowano, z rownie pomys$inym rezultatem,
do oznaczania immunoglobulin mysich IgG [34] i digoksinu [35] na poziomie
6,7x10“17 mola i 3,8x 10 12 mola odpowiednio. Zastosowanie kapilarnej
metody immunoenzymatycznej z elektrochemiczng detekcjg do oznaczania tak
roznych zwigzkéw pozwala sadzi¢, ze w najblizszych latach bedzie to metoda
rownie popularna jak metody ELISA.

WPLYW RODZAJU ENZYMU NA CHARAKTERYSTYKE UZYSKANEGO KONIUGATU
PRZECIWCIALO-ENZYM LUB ANTYGEN-ENZYM

Najczesciej do uzyskania odpowiednich koniugatéw stosuje sie peroksy-
daze (HRP) i fosfataze zasadowg (AP). Peroksydaza charakteryzuje sie duzg
stabilno$cia, tatwo wiaze sie z biatkiem, ma malg mase czagsteczkows i jest
produktem stosunkowo tanim. Jako substrat stosuje sie H20 2 w obecnosci
dawcy elektronéw (chromogenu), takiego jak chlorowodorek 3,3'-diamino-ben-
zydyny (DAB), 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyny (TMB) oraz soli sodowej kwasu
2,2'-azyno-di-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) (ABTS). W przewazajgcej
liczbie prac stosuje sie koniugaty wiasnie z peroksydaza zapewne dlatego, ze sg
one stabilne w ciggu wielu miesiecy. Opublikowano zdecydowanie mniej prac,
w ktérych jako znacznik stosuje sie fosfataze zasadowg. Bekheit i wsp. [36]
zastosowali koniugat tego enzymu z 1gG w kompetycyjnej metodzie ELISA do
oznaczania bromacylu w prébkach wody. Otrzymane wyniki byly zgodne ze
znanymi poziomami bromacylu w wodzie w zakresie od 0,1 do 160 ppb. Jako
substratu dla stosowanej fosfatazy zasadowej uzyto tu fosforanu p-nitrofenylu,
w pracy Tongo Jiange i wsp. [32] natomiast fosforanu p-aminofenylu.
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WPLYW ZASTOSOWANIA ODPOWIEDNIEGO PRZECIWCIALA

Wielu autorow zajmowato sie wyprodukowaniem, a nastepnie przetesto-
waniem otrzymanych przeciwciat monoklonalnych do oznaczania wielu her-
bicydow [36-44], w tym réwniez triazynowych [41-44]. Jak bardzo zastoso-
wanie wilasciwego przeciwciata decyduje o czutosci metody i wptywa na wynik
oznaczenia, wykazat w swojej pracy Schlaeppi ze wsp. [44]. Do oznaczania
atrazyny i hydroksyatrazyny w pierwszym wypadku stosowane jest przeciw-
ciato przeciwko hydroksyatrazynie oznaczone MADb 4009-85-3, a w drugim
stosowane jest przeciwciato przeciwko atrazynie oznaczone MAb 4063-21-1.
O ile zastosowanie przeciwciata przeciwko atrazynie jest mozliwe przy ozna-
czaniu wiekszych stezen hydroksyatrazyny, o tyle zastosowanie przeciwciata
przeciwko hydroksyatrazynie do oznaczania atrazyny mija sie z celem. War-
tos¢ absorbancji pozostaje praktycznie stata mimo zmian stezenia atrazyny.

METODYKA POSTEPOWANIA W METODZIE FUSA

W metodzie ELISA, oprocz reakcji immunologicznej, wykorzystano zdol-
nos¢ wigzania biatek do statego podtoza, jakim jest ptytka polistyrenowa. An-
tygen lub przeciwciato jest absorbowane trwale na powierzchni wgtebienia
— mikrostudzienki. Najprostsze i najczesciej stosowane warianty procedury
ELISA w analizie zywnosci, wody czy gleby to metoda kompetycyjna (com-
petitive) lub niekompetycyjna (hon-competitive). W kompetycyjnej metodzie im-
munoenzymatycznej znakowane enzymem przeciwcialo miesza sie z ptynem
zawierajgcym poszukiwany (badany) antygen. Nadmiar znakowanego przeciw-
ciala reaguje z badanym antygenem z prdbki, a nie zwigzane przeciwciata
reagujg z antygenem w fazie statej. W jednej z odmian metody kompetycyjnej
badany antygen wspo6tzawodniczy z antygenem znakowanym enzymem o ogra-
niczong ilo$¢ przeciwciat zwigzanych z fazg statg. W metodzie niekompetycyj-
nej do kazdej studzienki ptytki optaszczonej przeciwciatami dodaje sie roztwor
zawierajgcy odpowiednie antygeny. Po inkubacji i przemyciu dodaje sie roz-
twor koniugatu przeciwciata zwigzanego z enzymem. Nastepnie po kolejnej
inkubacji i przemyciu oznacza sie aktywnos$¢ enzymu, ktdra jest skorelowana
z zawartoscig danego antygenu w probce. Wybo6r wariantu metody jest uzalez-
niony od mozliwosci uzyskania znakowanego enzymem odczynnika (antygenu
czy przeciwciata). Z reguly tatwiejsze jest uzyskatie znakowanego przeciwciata
niz znakowanego antygenu.

Przy oznaczaniu pestycydoéw triazynowych autorzy najczesciej stosowali
immunoenzymatyczng metode kompetycyjng ELISA, w ktérej do studzienek
mikroptytek optaszczonych przeciwciatami przeciwko danemu pestycydowi
(np. atrazynie) dodaje sie badang probke, a nastepnie roztwér koniugatu an-
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tygenu (atrazyny) z enzymem. Po 4 godz. inkubacji studzienki przemywa sie
A-5-krotnie buforem fosforanowym o pH 7,5 z 0,1% dodatkiem Tweenu 20
w celu wymycia nie zwigzanego antygenu i koniugatu antygen-enzym. Nastep-
nie dodaje sie roztwor substratu dla danej reakcji enzymatycznej. W wypadku
peroksydazy autorzy stosowali przewaznie tetrametylobenzydyne (TMB),
a w wypadku fosfatazy kwasnej fosforan p-nitrofenylu. llo$¢ utworzonego w re-
akcji enzymatycznej produktu barwnego jest proporcjonalna do ilosci antyge-
nu (np. atrazyny) w probce badanej. Moze by¢ ona zmierzona metodg spektral-
ng przy zastosowaniu specjalnego czytnika umozliwiajgcego pomiar absorban-
cji przy danej dtugosci fali w kazdej mikrostudzience ptytki.

PODSUMOWANIE

Metody immunologiczne, poczatkowo stosowane tylko w medycynie, obec-
nie sg stosowane réwniez do oznaczania sktadnikdw zywnosci, do kontroli pozo-
statosci zwigzkéw chemicznych w zywnosci wynikajacych z proceséw techno-
logicznych i ze stosowania surowcdéw pochodzenia roslinnego lub zwierzecego,
ktore moga zawieraC substancje obce, takie jak pestycydy, toksyny bakterii
i grzybow, hormony, antybiotyki lub niektore alkaloidy. Zastosowanie metody
ELISA moze réwniez mie¢ wptyw na poprawe proceséw technologicznych, tat-
wiejszg i petniejsza kontrole jakoSci produktéw, wykrywanie zafatszowarn itp.

Daje sie rowniez zauwazy¢, ze dotychczas stosowane w takich analizach
techniki HPLC lub GC sg wypierane przez metody immunologiczne, ktére sg
tansze, nie wymagaja drogiej aparatury oraz sg tatwe w wykonaniu, gdyz za-
zwyczaj nie wymagaja specjalnego sposobu przygotowania probki do analizy
(ekstrakcja, oczyszczenie). Metody te charakteryzujg sie ponadto bardzo duzg
czuto$cig i specyficznoscig, a krotki czas uzyskania wyniku umozliwia zastoso-
wanie ich zarbwno do szybkiego oznaczania badanych zwigzkéw w konco-
wych produktach, jak i do kontroli przebiegu procesu technologicznego na
kazdym jego etapie.

Praca zostata wykonana w ramach grantu KBN nr 5 P06 G 008 09.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] R. N. Lerch, W. W. Donald, J. Agric. Food Chem, 1994, 42, 922.

[2] T. R. Steinheimer, ibid., 1993, 41, 588.

[3] J. Rézanski, Wiad. Chem., 1984, 38, 949; ibid., 1985, 39, 225; ibid., 1985, 39, 427; ibid., 1987,
41, 55; ibid., 1987, 41, 533; ibid., 1987, 41, 783.

[4] K. E. Keller, J. B. Weber, J. Agric. Food Chem., 1995, 43, 1076.

[5] M. Kaczmarski, Alergie i nietolerancje pokarmowe, Sanmedia, Warszawa 1993.

[6] R. Romanski, M. Kurek, M. Swigtkowski, Alergia na pokarmy, Akademia Medyczna
w Gdansku, filia w Bydgoszczy, Bydgoszcz 1982.



[7]
(8]
(]

[10]
[11]
[12]
[13]
[14]
[15]

[16]
[17]
(18]
[19]
[20]
[21]
[22]
[23]
[24]
[25]

[26]
[27]

[28]
[29]

[30]
(31]
[32]

[33]

[34]
[35]

[36]

[37]
[38]

[39]
[40]
[41]
[42]
[43]
[44]

IMMUNOCHEMICZNE OZNACZANIE PESTYCYDOW 839

B. Korczakowska, L. Jedrychowski, J. Grabka, Przem. Spoz., 1991, 45, 173.

B. Wroblewska, L. Jedrychowski, Pol. J. Food Nutr. Sei., 1994, 44, 45.

W. Ambroziak, J. Wycz6tkowska, Zeszyty Naukowe Politechniki t6dzkiej, Techno-
logia i Chemia Spozywcza, 1996, z. 55, 61.

J. Namies$nik, J. Jaskowski, Zarys ekotoksykologii, EKO-Pharma, Gdarisk 1995.

B. Ranke-Rybicka, J. Ptachta, D. Zycinski, Rocz. PZH, 1995, 46, 175.

R. J. Bushway, T. S. Fan, Food Technol., 1995, 49, 108.

W. A. Sanin, A. F. Grapow, Pestycydy, Technika, Kijéw 1985.

A. J. Krzyszowska, G. F. Vance, J. Agric. Food Chem., 1994, 42, 1693.

Z. Cai, V. M. Sadagopa Ramanujam, D. E. Giblin, M. L. Gross, R. F. Spalding,
Anal. Chem., 1993, 65, 21; ibid., 1993, 65, 2372.

E.Kynclova, F. Soevegjarto, P. Krieg, E. R. Schmid, Erndhrung (Vienna), 1993,17,141.
H. Ackermann, J. Chromatogr., 1968, 36, 309.

J. Mastowska, A. Owczarek, Wiad. Chem., 1989, 43, 553.

J. Mastowska, A. Owczarek, Przem. Chem., 1990, 69, 74.

J. Mastowska, A. Owczarek, Przem. Spoz., 1991, 45, 79.

H. S. Rathore, T. Begum, J. Chromatogr., 1993, 643, 271.

J. Sherma, J. Plenar. Chromatogr.-Mod. TLC, 1994, 7, 265.

S. Mackiewicz, Immunologia, PZWL, Warszawa 1986.

J. Leszczynska, J. Mastowska, A. Owczarek, Chem. Anal, (w druku).

F. M. Rubio, J. A. Itak, A. M. Scutellaro, M. Y. Selisker, D. P. Herzog. Food Agric.
Immunol., 1991, 3, 113.

J. A. Itak, M. Y. Selisker, D. P. Herzog, Chemosphere, 1992, 24, 11.

T. S. Lawruk, Ch. E. Lachman, S. W. Jourdan, J. R. Fleeker, D. P. Herzog, F. M.
Rubio, J. Agric. Food Chem., 1993, 41, 747.

T. S. Lawruk, Ch. E. Lachman, S. W. Jourdan, J. R. Fleeker, D. P. Herzog, F. M.
Rubio, ibid., 1993, 41, 1426.

T.S. Lawruk, C. S. Hottenstein, J. R. Fleeker, J. C. Hall, D. P. Herzog, F. M. Rubio,
Bull. Environ. Contam. Toxicol., 1994, 52, 538.

J.-M. A. Schlaeppi, A. Kessler, W. Fory, J. Agric. Food Chem., 1994, 42, 1914.

D. S. Aga, E. M. Thurman, Anal. Chem., 1993, 65, 2894.

T.Jiang, H. B. Halsall, W. R. Heineman, T. Giersch, B. Hock, J. Agric. Food Chem.,
1995,43, 1098.

R. Q. Thomson, G. C. Barone, H. B. Halsall, W. R. Heineman, Anal. Biochem., 1991,
192, 90.

H. B. Halsall, W. R. Heineman, Clin. Chem., 1988, 34, 1701.

N. Kanecki, Y. Xu, A. Kumari, H. B. Halsall, W. R. Heineman, P. T. Kissinger,
Anal. Chim. Acta, 1994, 287, 253.

H. K. M. Bekheit, A. D. Lucas, F. Szurdoki, S. G. Gee, B. D. Hammock, J. Agric.
Food Chem., 1993, 41, 2220.

M. Franek, V. Kolar, M. Granatova, Z. Nevorankova, ibid., 1994, 42, 1369.

A. E. Karu, M. H. Goodrow, D. J. Schmidt, B. D. Hammock, M. W. Bigelow, ibid.,
1994, 42, 301.

M.-P. Marco, S.J. Gee, H. M. Cheng, Z.Y. Liang, B. D. Hammock, ibid., 1993,41,423.
M. F. Katmeh, G. Frost, W. Aherne, D. Stevenson, Analyst, 1994, 119, 431.

B. Dunbar, B. Riggle, G. Niswender, J. Agric. Food Chem., 1990, 38, 433.

R. O. Harrison, M. H. Goodrow, B. D. Hammock, ibid., 1991, 39, 122.

T. Giersch, ibid., 1993, 41, 1006.

J.-M. A. Schlaeppi, W. Fory, K. Ramsteiner, ibid., 1989, 37, 1532.

Praca wptyneta do Redakcji 25 marca 1997






WIADOMOSCI 1997, 51, 11-12
chemiczne p1 issn 0043-5104

WEGLOWODORY NIEMETANOWE (NMHC)
W POWIETRZU ATMOSFERYCZNYM

CZESC n. PROBLEMY ANALITYCZNE*

NONMETHANE HYDROCARBONS (NMHC)
IN THE AMBIENT AIR

PART Il. ANALYTICAL PROBLEMS

Magdalena Kurdziel, Elzbieta Szczepaniec-Cieciak

Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagiellonski,
30-060 Krakéw, ul. R. Ingardena 3

Abstract
Wprowadzenie
1 Metody jednoczesnego poboru i analizy probki
2. Metody poboru prébki bez wzbogacania (whole-air sampling)
2.1. Pojemniki na probki powietrza
3. Pobieranie wzbogaconych probek powietrza
3.1. Wzbogacanie pasywne
3.2. Denudacja
3.3. Wzbogacanie aktywne
3.3.1. Wzbhogacanie na sorbentach
3.3.2. Wzbhogacanie kriogeniczne
3.4. Metody uwalniania wzbogaconej probki powietrza atmosferycznego
4. Chromatograficzne metody oznaczania niemetanowych weglowodoréw
w powietrzu atmosferycznym
5. Metody kalibracji uktadéw pomiarowych
PiSmiennictwo cytowane

* Por. M. Kurdziel, E. Szczepaniec-Cieciak, Weglowodory niemetanowe (NMHC) w powie-
trzu atmosferycznym. Cze$¢ 1, Wiad. Chem., 1997, 51, 335.



842

M. * L'RDZIE' E. SZCZEPANIEC-CIECIAK

ABSTRACT

Air is a matrix very difficult to handle. In addition, non-
methane hydrocarbons (NMHC) as the pollutants are usually
present at very low concentrations, so their detection and qua-
ntitation require a preconcentration step. This paper describes
the enrichment methods that may be used for sampling and
measuring of nonmethane hydrocarbons in ambient air. The
range of sample collection methods for NMHCs in ambient
air has diversified over recent years. Sampling methods now
include: passivated canisters, pumped air sampling onto sor-
bent tubes, diffusive (passive) monitoring, on-line air sampling
and analysis. Also cryogenic technigues: cryogenic focusing
(CF) and cryogenic trapping (CT) have been reported. These
two techniques are becoming more prevalent in today’s chro-
matography laboratory as very sensitive separation tech-
niques. Gas chromatography with FID, PID or MS detection
is the most often used analytical technique of determination of
NMHCs in the air samples. Applications of different methods
of sampling with preconcentration and the review of GC co-
lumns used for NMHCs separation have been presented.
However, there are certain problems connected with each
sampling procedure (air moisture, artefact formation, stability
of samples, loss reactions).
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WPROWADZENIE

Oznaczanie niemetanowych weglowodoréw w powietrzu atmosferycznym
jest trudnym zagadnieniem analitycznym. Spowodowane jest to ogromng licz-
ba organicznych i nieorganicznych zwigzkdw wystepujacych w powietrzu, ich
wzajemnymi reakcjami, duzg réznorodnoscig weglowodoréw i Sladowym za-

kriogenicznych j oziebiajacych J otoczenia J

Rys. 1. Podziat najczesciej stosowanych metod pobierania i analizy prébek powietrza atmosferycz-
nego zawierajgcego NMHC [4, 6, 7]. *przyrzady stuzace do bezposredniego pomiaru
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kresem ich stezen. Szczeg6lnego znaczenia nabiera przez to technika pobiera-
nia probek w taki sposob, by spetnialy one wszystkie wymagane warunki,
a zwlaszcza reprezentatywnosci i zachowania sktadu analitow [1, 6]. Objetos¢
probek musi by¢ dopasowana do czutosci przyrzadu i metody analitycznej oraz
wielkosci stezeri zwigzkéw oznaczanych w probce. Czasem zachodzi koniecz-
nos¢ pobierania probek powietrza o objetosci nawet kilkudziesieciu dm3.

NMHC w powietrzu atmosferycznym mogg by¢ oznaczane badZ jako
pojedyncze indywidua, badZz w postaci sumy zwigzkéw. Ze wzgledu na ich
rozna reaktywnosc i rézny stopien szkodliwosci dla Srodowiska i zdrowia ludzi
najbardziej cenne sa pomiary stezen poszczegélnych zwigzkéw, czasem jednak
oznacza sie wylgcznie sume NMHC, a nawet razem z metanem jako catkowitg
zawartos¢ weglowodoréw TH (total hydrocarbons). Jest to szczeg6lnie nieko-
rzystne ze wzgledu na ogromne, w poréwnaniu z NMHC, stezenie metanu
w powietrzu. Cze$é analizatorow wykorzystujacych katalityczne spalanie po-
zwala jedynie oznacza¢ sume wszystkich palnych zwigzkéw organicznych za-
wartych w powietrzu, czyli tzw. TOC (total organie carbon) [2, 3],

Na rys. 1 przedstawiono podziat metod pobierania probek powietrza at-
mosferycznego ze szczeg6lnym uwzglednieniem sposobéw najczesciej stosowa-
nych przy oznaczaniu NMHC. Dobdr metody zalezy od wielu czynnikow:
stosowanej techniki analitycznej, rodzaju badanych weglowodoréw, ich stezen
w miejscu poboru probki i panujacych tam warunkédw — m.in. wilgotnosci
powietrza —oraz specyficznych wymagan dotyczacych pomiarébw — oznacza-
nie stezenia chwilowego czy dtugotrwaty monitoring [4, 5]. W monografiach
[6, 95] mozna znalez¢ szczeg6towe omdbwienie zasad, metod i urzadzen stoso-
wanych przy oznaczaniu organicznych zanieczyszczeh atmosfery.

1. METODY JEDNOCZESNEGO POBORU | ANALIZY PROBKI

Etap pobierania probki, jej przechowywania i transportu, a nastepnie bez-
posredniego przygotowania do analizy stwarza zawsze ryzyko zaburzenia jej
pierwotnego sktadu przez zanieczyszczenie obcymi substancjami czy tez utrate
czesci probki lub pewnych jej sktadnikdéw. Aby unikna¢ tego ryzyka, stosuje sie
oznaczenie in situ, wykorzystujgc przenosne chromatografy gazowe.

Do celéw monitoringowych stuzg stacje pomiarowe, wyposazone w oprzy-
rzgdowanie do oznaczania NMHC w powietrzu in situ, obstugiwane przez
personel lub pracujgce automatycznie. Urzadzenia takie to albo chromatografy
gazowe [8-13], albo uktady wykorzystujgce spektroskopie w podczerwieni lub
ultrafiolecie [14, 15]. Konstruuje sie spektrometry o dtugim, kilkudziesiecio-,
a nawet Kilkusetmetrowym torze pomiarowym, umieszczajagc zrédto promie-
niowania i odbiornik promieni w terenie, w miejscach znacznie od siebie od-
dalonych, tub stosuje sie kuwety White’a [14, 16].

Wymienione urzadzenia zalicza sie do grupy przyrzadéw stuzacych do
bezposredniego pomiaru (on-line instruments).
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Inne metody jednoczesnego poboru i analizy prébki wykorzystujg przy-
rzady bezposredniego odczytu (direct-reading Instruments). Pozwalajg one naj-
czesciej na okreslenie wylacznie catkowitej zawartosci weglowodoréw w powie-
trzu, bez zadnych mozliwosci identyfikacji wystepujacych zwigzkow. Aparaty
pomiarowe tego typu pracujg na podstawie réznych metod detekcji — foto-
jonizacji promieniowaniem UV, katalitycznego spalania, analizy w podczer-
wieni, jonizacji ptomieniowej. Wykorzystuje sie rowniez metody kolorymetry-
czne, oparte na zastosowaniu kolorymetrycznych rurek absorpcyjnych, ktére
uzywane sg jednak rzadko ze wzgledu na ich liczne wady [7, 17].

2. METODY POBORU PROBKI BEZ WZBOGACANIA
(WHOLE-AIR SAMPLING)

Jest to najtatwiejszy do wykonania sposob pobierania prébek. Najprost-
sza procedura polega na otwarciu, a nastepnie zamknieciu zaworéw odpom-
powanego wczesniej pojemnika (grab sampling). Objeto$¢ tak pobranej probki
réwna jest pojemnosci stosowanego zbiornika. Wiekszg ilos¢ probki mozna
pobraé, stosujac wieksze pojemniki lub sprezajac probke.

Przy pobieraniu sprezonej probki wymagany jest dodatkowy sprzet —po-
mpka lub zbiornik z cieczg kriogeniczna. Probki powietrza sprezane kriogeni-
cznie pobiera sie do metalowych, cis$nieniowych zbiornikdw, zanurzajac caty
zbiornik bezposrednio przed i w trakcie pobierania probki w medium chtodza-
cym, najczesciej cieklym azocie. Ochtodzone $ciany naczynia dziatajg jak krio-
pompa. Stosowanie oziebianych pojemnikéw metalowych jest bardziej ktopot-
liwe niz uzycie pompki ttoczacej, lecz powoduje minimalne ryzyko kontamina-
cji prébek [5, 18, 19].

2.1. POJEMNIKI NA PROBKI POWIETRZA

Pojemniki na prébki wytwarzane sg z tworzyw sztucznych, szkfa lub me-
talu. Pojemniki (woreczki) ze sztucznych tworzyw sg najtansze i najwygodniej-
sze w uzyciu [20]. Wykonuje sie je z tworzyw o handlowych nazwach: Saran
(polichlorek winylidenu), Halar (kopolimer etylenu i trifluoroetylenu), Tedlar
(polifluorek winylu), Teflon (PTFE —politetrafluoroetylen lub FEP —kopoli-
mer fluorowanego etylenu i propylenu) oraz Mylar. Moga one mie¢ dodat-
kowo powierzchnie pokrytg warstewkg aluminium.

Z uzyciem pojemnikéw z tworzyw sztucznych zwigzane jest najwie-
ksze ryzyko zmiany sktadu pobranej probki powietrza. Zmiane te moga wywo-
fa¢: permeacja (przenikanie) probki lub pewnych jej sktadnikéw przez Scianki
pojemnika, chemiczne reakcje skiadnikéw priabki miedzy sobg lub skiad-
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nikami tworzywa zachodzace na $ciankach, czy tez sorpcja analitow na Scian-
kach pojemnika. Moze zaj$¢ tez kontaminacja prébki substancjami wydziela-
nymi przez tworzywo, z jakiego jest wykonany woreczek. Ogélnie przyjmuje
sie, ze pojemniki z tworzyw moga by¢ stosowane wylacznie przy pobieraniu
probek powietrza silnie zanieczyszczonego, w ktorym stezenia analitow sg rze-
du co najmniej kilku Mg/m3 [5-7].

Szklane pojemniki —pipety gazowe [21], gazoszczelne strzykawki [6] czy
inne naczynia szklane [22] — stwarzajg o0 wiele mniejsze niebezpieczenstwo
zanieczyszczenia probki, lecz sg bardzo niewygodne w uzyciu i transporcie ze
wzgledu na swoja kruchos$¢. Obecnie coraz czesciej odstepuje sie od ich uzycia
na rzecz pojemnikéw metalowych [1, 5].

Pojemniki metalowe, zwane potocznie kanistrami, wykonane sg z alumi-
nium lub stali nierdzewnej. Najczesciej stosuje sie pojemniki ze stali nierdzew-
nej (typ 304) z metalowymi zaworami typu Nupro SS-4H [23], Przy ich kon-
strukcji unika sie stosowania jakichkolwiek czesci niemetalowych, ktére mog-
tyby powodowac sorpcje sktadnikow prébki [5]. Wewnetrzna powierzchnia
pojemnikéw jest poddawana specjalnemu procesowi elektropolerowania
SUMMA, ktérego celem jest pasywacja Scianek i zredukowanie do minimum
aktywnych centrow adsorpcji. Przed pobraniem probki pojemniki muszg by¢
oczyszczone i odpompowane. Zwykle osiaga sie to przez przeptukanie pojem-
nika gazem obojetnym i odpompowanie go w podwyzszonej temperaturze
przez dtuzszy czas (kilkanascie do kilkudziesieciu godzin) [5, 23-27]. W nie-
ktérych pracach zaleca sie przeptukiwanie pojemnikéw powietrzem nasyco-
nym parg wodng lub dodawanie jej do prébki. Ma to na celu wysycenie czas-
teczkami wody ewentualnych centréw aktywnych na wewnetrznej powierzchni
pojemnika i zapobiezenie w ten spos6b adsorpcji innych sktadnikow prébki
[23, 26, 28, 29].,

Najczesciej uzywane sg pojemniki o pojemnosci 0,8-6,0 dm3. Pojemniki
wieksze, 0 objetosci 35 dm3, stosuje sie znacznie rzadziej. Mozna do nich po-
biera¢ probki pod cisnieniem atmosferycznym [24, 30], sprezajagc za pomoca
pompki [25, 27, 31] lub chiodzac kriogenicznie [19, 27].

Na rys. 2 przedstawiono ukiad do automatycznego pobierania probek
powietrza atmosferycznego do stalowych pojemnikdw. Uktad taki jest wyko-
rzystywany m.in. w procedurze analizy lotnych substancji organicznych ozna-
czonej symbolem TO-14, opracowanej przez Agencje Ochrony Srodowiska
Stanéw Zjednoczonych (US EPA) [23, 33].

Stabilno$¢ sktadu przechowywanej w pojemniku probki zalezy od wielu
czynnikéw: preznosci par analitow, ich polarnosci, rozpuszczalnosci w wodzie,
reaktywnosci, a takze wilgotnosci pobranego powietrza, ci$nienia panujacego
w pojemniku, temperatury powietrza w chwili pobierania probki i w trakcie
przechowywania, charakterystyki powierzchni wewnetrznych $cianek pojemni-
ka czy wreszcie jego poprzednich zastosowarn [29, 34]. Generalnie, najbardziej
stabilne sg stezenia lekkich substancji niepolarnych [23, 30]. Wahaniom w tra-
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Rys. 2. Schemat zestawu do automatycznego pobierania prébek powietrza [23]: 1 — wlot powie-

trza, 2 — pomocnicza pompa prézniowa, 3 —filtr, 4 — przeptywomierz, 5 — pompa do sprezania

probki, 6 —zawdr elektromagnetyczny, 7 —elektroniczny przetacznik czasowy, 8 —manowakuo-

metr, 9 —zawor, 10 — pojemnik metalowy, 11 — regulator przeptywu, 12 — grzejnik, 13 —ter-
mostat, 14 — wentylator

kcie przechowywania podlegajg natomiast stezenia zwigzkéw polarnych oraz
weglowodorow > C6 [4, 5, 23, 27-29],

Wadg metalowych pojemnikdw jest ich wysoka cena (powyzej 500 $) i ga-
baryty utrudniajgce transport oraz zmudna procedura oczyszczania [28].

3. POBIERANIE WZBOGACONYCH PROBEK POWIETRZA

Bardzo szeroko rozpowszechnione sg techniki pobierania probek powie-
trza z jednoczesnym ich wzbogacaniem. Jest to szczegdlnie korzystne, jesli ste-
zenia oznaczanych substancji sg bardzo niskie lub ukiad analizujgcy nie
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wykazuje odpowiedniej czutosci. Niektére metody wzbogacania pozwalaja do-
datkowo na wstepng selekcje substancji zageszczanych [36],

Znane metody wzbogacania organicznych zanieczyszczen atmosfery moz-
na podzieli¢ na trzy grupy [5-7, 37]:

— wzbogacanie pasywne,

— wzbogacanie denudacyjne,

— wzbogacanie dynamiczne (aktywne).

3.1. WZBOGACANIE PASYWNE

Wzbogacanie pasywne przeprowadza sie przez ekspozycje probnika (do-
zymetru) zawierajgcego sorbent przez okre$lony czas w danym miejscu. Proces
wzbogacania zachodzi wéwczas wylgcznie na drodze dyfuzji lub permeacji
(przenikania) przez odpowiednig membrane. Te metode stosuje sie czesto w do-
zymetrach osobistych, stuzacych do kontroli stezen weglowodoréw np. w po-
mieszczeniach zamknietych lub do badania ekspozycji pracownika na substan-
cje szkodliwe. Pomiary takie pozwalajg oznaczy¢ srednie stezenie badanych
zwiazkdéw w sgsiedztwie dozymetru przez caly czas jego ekspozyciji.

Dozymetry sg zwykle proste w konstrukcji, lekkie, nie wymagajg zadnego
dodatkowego oprzyrzadowania. Wadami ich jednak sa: dtugi, w poréwnaniu ze
wzbogacaniem aktywnym, czas pobierania prébki, mniejsza efektywno$¢ proce-
su, brak czutosci na krotkotrwate zmiany w stezeniach oznaczanych zwigzkéw,
koniecznos¢ wyznaczania efektywno$ci wzbogacania dla poszczegélinych substa-
ncji oraz mozliwos$¢ zachodzenia reakcji chemicznych na powierzchni sorbentu.

Metodami pasywnymi pobiera sie zwykle prébki przy oznaczeniach ciez-
szych weglowodoréw alifatycznych > C5i weglowodoréw aromatycznych [1,
4, 7, 37-39],

3.2. DENUDACJA

Denudacja jest metoda posrednig miedzy wzbogacaniem pasywnym i ak-
tywnym. Polega na przepuszczaniu strumienia gazu przez rurke, ktérej Scianki
sg pokryte odpowiednim sorbentem. Sktadniki ze strumienia dyfundujg do sor-
bentu. Zaletg tej metody jest mozliwos¢ rozréznienia i oddzielnego wzbogaca-
nia gazéw i fazy skondensowanej, selektywnos$¢ oraz przydatnos¢ do prowa-
dzenia pomiarow dtugoterminowych [6, 37].

33. WZBOGACANIE AKTYWNE
Wzbogacanie aktywne polega na przepuszczeniu duzej objetoSci powie-

trza przez prébnik-putapke, w ktorym weglowodory zostajg wychwycone ze
strumienia powietrza i zatrzymane. Przy tej metodzie pobierania probek nie-
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zbednym wyposazeniem sg pompa i licznik przeptywu gazu [38], Role putapki
moze petni¢ rurka wypetniona odpowiednim sorbentem lub wzbogacenie moze
nastgpi¢ na drodze kriogenicznego wymrazania. Czasem stosuje sie kombina-
cje obu metod, tzn. rurka zawierajgca sorbent jest utrzymywana w obnizongj
temperaturze.

Przeglad stosowanych metod wzbogacania NMHC w prébkach powietrza
atmosferycznego przedstawiono w tab. la i Ib.

Tabela la. Metody wzbogacania niemetanowych weglowodoréw w probkach powietrza atmo-
sferycznego — wzbogacanie kriogeniczne

Pochodzenie Oznaczane Pismien-
Metoda L: - .
probki powietrza  weglowodory nictwo
Rurka z kulkami szklanymi, chtodzona ciek- miasto CGiCjo  [21, 22, 76]
tym azotem miasto C6-C 10 arom. [80]
wies$, tereny
podmiejskie c2c6 [20]
obszary nie
zanieczyszczone d-2~Clo [18, 26]
Rurka z kulkami szklanymi, obszary silnie
chtodzona do —100°C zanieczyszczone cCDo [79]
obszary nie
zanieczyszczone C2Cyg [31]
Dwie rurki — pierwsza z kulkami obszary nie
szklanymi, druga pusta, chtodzone zanieczyszczone C2C6 [50, 77, 82]
cieklym azotem
Rurka z kulkami szklanymi, miasto QCcr [32, 52]
chtodzona ciektym tlenem miasto C2-C6 [54]
lub argonem miasto >ch [84]
Rurka z watg szklang, chtodzona ciektlym miasto suma < C4 [85]
azotem oraz C5C6
Dwie rurki — z kulkami szklanymi miasto (0210% 0] [9]

i Chromosorbem A chtodzone
cieklym azotem

Rurka wypetniona Tenaxem GC i kriopu- miasto i teren

tapka chtodzona ciektym tlenem podmiejski C2Cyg [81]
Rurka wypetniona watg szklang oraz fra- miasto c2<€c1 [25]
gment kolumny kapilarnej Pora PLOT Q tunel C2CI2 [74]
Rurka z wypetnieniem Carbowax 20 M TPA miasto C2CI2 [35]

na Chromosorbie oraz rurka z kulkami
szklanymi, chtodzona ciektym tlenem lub
argonem



850

M. KURDZIEL, E. SZCZEPAMEC-CIECIAK

Tabela tb. Metody wzbogacania niemetanowych weglowodoréw w prébkach powietrza atmo-
sferycznego — wzbogacanie na sorbentach

Pochodzenie Oznaczane PiSmien-
Metoda prébki powietrza  weglowodory nictwo
Tenax miasto C5i > C5 [78]
Tenax GC miasto C6-C14 [86]
tunel >Q [71]
Tenax TA miasto C8Ci8 [25]
tunel Cg-Cig [34, 74]
Tenax TA lub Carbotrap obszary mato
zanieczyszczone c2c8 [27]
Carbopack BHT, chtodzony do tempera- miasto C2Cio [49]
tury —120°C
Wegiel aktywny c2ch [88]
C4-C6 alifat. [62]
C6-C9 aromat, [63, 65]
suma C4-C10 [64]
Zel krzemionkowy, chtodzony do temp. miasto C2C5 [48, 60, 89]
—78°C
Zel krzemionkowy, chtodzony cieklym azo- miasto C2C5 [80]
tem
Sito molekularne 13X miasto C2C4 [90]
Carbowax 1540/Gas Chrom chiodzony miasto <VC38 [80]
ciektym azotem
Warstwy: Carbosieve B — Zzel krzemion- obszary nie
kowy zanieczyszczone C2C5 [30]
Warstwy: Tenax GC —sito molekularne 5A C2C4 [43]
Warstwy: Tenax TA — Carbosphere S c2c8 [24]
Warstwy: Spherosil XOA 200 — Carbosieve obszary nie
B, chtodzone do —45CC zanieczyszczone C2-C5 [92]
Warstwy: Carbochrome — PSKT miasto c4cn [46]
Warstwy: Carbotrap — Carbosieve S-1I1  obszary nie
zanieczyszczone c2ch [10]
Warstwy: Tenax GC —sito molekularne 5A  miasto C2C10 [59]
— Carbosieve S-11
Warstwy: Tenax TA — Carbotrap — Carbo- miasto c2c8 [93]
sieve S-111 C2C10 [12]
Warstwy: Carbotrap C — Carbotrap — miasto C2Cs8 [94]
Carbosieve S-111
Jw., chitodzone obszary mato
zanieczyszczone c2c8 [8, 11]
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3.3.1. Wzbogacanie na sorbentach

Rurki sorpcyjne sa powszechnie stosowane do pobierania probek powie-
trza atmosferycznego zanieczyszczonego weglowodorami. Wypetnione sg naj-
czesciej weglem aktywnym lub innymi sorbentami weglowymi — sitami mole-
kularnymi (np. Carbosieve, Amberosorb, Carboxen), weglem grafityzowanym
(np. Carbotrap, Carbopack) lub sorbentami polimerowymi (np. Tenax GC,
Tenax TA) [1, 6, 41, 42]. Przez rurke przepuszcza sie z niewielkg predkoscig
probke powietrza o objetosci od kilkuset mililitréw do kilkudziesieciu litrow.
Niektére z wypetnien dziatajg selektywnie w stosunku do roznych grup
NMHC i stosujgc sorbenty mieszane mozna przeprowadzi¢ juz w trakcie po-
bierania prébki wstepny rozdziat weglowodoréow [8, 10, 24, 36, 43].

Dodatkowymi zaletami rurek sorpcyjnych jest ich niski koszt oraz tatwo$¢
stosowania i transportu.

Metoda ta ma jednak rowniez wiele ograniczen [9, 27, 36]. Sorbentow nie
mozna stosowa¢ do najbardziej lotnych weglowodoréw, ktére moga byé na
sorbencie zatrzymywane nieiloSciowo. Z kolei zwigzki o duzej masie czastecz-
kowej stwarzajg problemy przy desorpcji. Na powierzchni sorbentu mogg za-
chodzi¢ reakcje wiodace do powstawania tzw. artefaktow —zwigzkéw tworza-
cych sie w trakcie przechowywania i analizy, a nie wystepujacych w prdbce
pierwotnej. W trakcie desorpcji wiele sorbentow daje zbyt wysokie tto, ktore
powstaje na skutek degradacji ztoza sorbujgcego lub niecatkowitego jego oczy-
szczenia [40, 44].

Ze stosowaniem sorbentéw zwigzany jest ponadto problem przebicia zto-
za: jezeli zawartos¢ analitbw w probce przekracza pojemno$¢ sorpcyjng ztoza,
to oznaczane substancje nie zostang ilosciowo zatrzymane [4, 36, 41]. Aby
zapobiec temu zjawisku, stosuje sie dwie warstwy wypetnienia w rurkach
— obecnos$¢ analitow w drugiej warstwie Swiadczy o przebiciu ztoza pierw-
szego lub innych nieprawidtowosciach poboru prébki [25,43,45]. Proces sorp-
cji bywa tez czesto zaktdcany przez obecnos$¢ zbyt duzych ilosci wilgoci w po-
bieranym powietrzu, co jest szczegblnie zauwazalne przy postugiwaniu sie sor-
bentami o wiasciwosciach hydrofitowych [6, 46].

33.2. Wzbogacanie kriogeniczne

Przy kriogenicznym wzbogacaniu prébki strumieri powietrza przepuszcza-
ny jest przez rurke utrzymywang w niskiej temperaturze za pomocag mediow
chtodzacych — mieszanin oziebiajgcych lub cieczy kriogenicznych. Dajg one
mozliwo$é uzyskania temperatur w przedziale od okoto —50°C (mieszanina
lodui CaCl2 do —196 °C (temperatura wrzenia ciektego azotu) [47]. Prébniki
do pobierania prébek z gérnych warstw atmosfery chtodzi sie za pomocg ciek-
tego neonu (-246°C) lub helu (-269 °C) [19].
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Automatyczne systemy chtodzenia pobieranych probek powietrza zawie-
rajg uktady do pompowania cieklego azotu, czujniki poziomu $rodka chio-
dzacego i jego temperatury oraz element grzejny. Uzyskuje sie dzieki temu
mozliwos¢ selektywnego wzbogacania okreslonej frakcji sktadnikéw, konden-
sujgcych w danym przedziale temperatur [6].

Innym rozwigzaniem technicznym stosowanym do chtodzenia putapek do
wzbogacania prébek powietrza sg pompy cieplne (mikrochtodziarki), oparte na
wykorzystaniu zjawiska adiabatycznego rozprezania gazéw (efekt Joule’a—Fhomp-
sona), efektu Peltiera oraz efektu parowania [4, 6]. Schematy uktadow stoso-
wanych do wzbogacania w anality probek powietrza atmosferycznego mozna
znalezé w monografii [6].

Rurka uzywana jako putapka kriogeniczna moze by¢ badZ pusta, o matej
Srednicy wewnetrznej, bgdZ wypetniona materiatem obojetnym —kuleczkami
szklanymi, nosnikiem ceramicznym. Jego zadaniem jest zwiekszenie powierz-
chni wewnetrznej putapki. Oznaczane weglowodory zostajg wymrozone i za-
trzymane w postaci skondensowanej w krioputapce. Czasem do wypekienia
putapki uzywa sie materiatéw sorbujacych, poniewaz niska temperatura sprzy-
ja procesowi adsorpcji [24,48]. Sorpcja w niskich temperaturach jest szczegél-
nie polecang technikg przy oznaczaniu najbardziej lotnych NMHC.

Wymrazanie weglowodoréw z probki powietrza prowadzi sie bezpos$red-
nio w miejscu jej poboru lub pobrang w terenie do stalowego pojemnika prob-
ke wzbogaca sie kriogenicznie w laboratorium. Gdy analiza wykonywana jest
z uzyciem kolumn kapilarnych, zwykle niezaleznie od tego, czy wczesniej juz
wzbogacano prébke, konieczny jest drugi stopien wzbogacenia, tzw. krioognis-
kowanie (cryofocusing) [26,47, 49, 50]. Ma ono na celu zogniskowanie analitu
przez wymrozenie doktadnie na czole kolumny [22, 24,49] lub w prekolumnie
[10, 18]. Prekolumne stanowi rurka o matej objetosci (lub krétki odcinek
kolumny kapilarnej), zanurzona w cieczy kriogenicznej. Nastepuje w niej zage-
szczenie weglowodoréw w bardzo matej objetosci i taka probka, po termo-
desorpciji, jest przenoszona przez strumien gazu no$nego bezposrednio na kolu-
mne chromatograficzng. Zwykle krioogniskuje sie niewielkie objetosci badane-
go powietrza — najczesciej od 200cm3 do 1 dm3.

Przy metodach kriogenicznych najwiecej problemdw stwarza wystepujaca
w powietrzu para wodna [1, 6, 7, 18, 47], ktdérej obecnos¢ w powietrzu atmo-
sferycznym juz o przecietnej wilgotnosci moze zaburzaé proces wzbogacania
i analizy prébki. W temperaturach ponizej 0°C woda i 16d mogg zmniejszy¢
$wiatto przewodow i zablokowa¢ kapilary. Wilgo¢ powoduje ostabienie zdol-
nosci sorpcyjnej sorbentéw [6]. Duze ilosci wody dostajace sie na kolumne
wraz z prébka moga spowodowac dryft linii podstawowej [51], pojawianie sie
dodatkowych pikéw na chromatogramie [19] lub nawet znaczne przesuniecia
czaséw retencji [10, 30, 50]. Niektére kolumny moga ulec uszkodzeniu na
skutek kontaktu wypetnienia z wodg. Duza zawarto$¢ pary wodnej w wypty-
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wajacym z kolumny gazie moze zgasi¢ ptomien w palniku detektora FID, choé
czesciej powodowane jest to przez zaburzenia cisnienia i predkosci przeptywu
gazu nosnego wywotane przemieszczaniem sie ,,chmury” pary wodnej przez
kolumne [7, 52, 53].

Pare wodng mozna usuna¢ z powietrza przepuszczajac strumien probki
przez warstwe substancji higroskopijnej —bezwodnego weglanu potasu, nad-
chloranu magnezu, wodorotlenku sodu w réznych postaciach —granulowane-
go lub naniesionego na nosnik (tzw. askaryt). Stosowane $rodki suszgce muszg
efektywnie absorbowaé pare wodng, lecz nie mogg zaburza¢ skfadu probki [8,
10, 18, 22, 27, 28, 30, 43, 45, 49, 52-54].

Do suszenia probek powietrza stosuje sie rowniez metody permeacyjne.
Wykorzystuje sie w tym celu rurki wykonane z potprzepuszczalnego tworzywa
Nafion. Strumien osuszanego gazu przeptywa przez umieszczong w pojemniku
cienkg rurke wykonang z tego tworzywa i omywang przez strumieri suchego
gazu, ptynacego w kierunku przeciwnym niz prébka. W tych warunkach para
wodna dyfunduje przez $cianki membrany do osrodka o nizszej wilgotnosci.
Czasem zamiast stosowania suchego gazu pojemnik wypetnia sie statym $rod-
kiem suszacym, zwykle sitem molekularnym [6, 10, 34, 55, 56].

Innymi, rzadziej stosowanymi metodami osuszania sg zimne putapki
— U-rurki lub spiralne rurki zanurzone w kapieli chtodzacej, w ktérych kon-
densuje zawarta w prébce para wodna [28, 40] — albo technika usuwania
wody na drodze suchej (dry purge) uzywana dla rurek sorpcyjnych —po zakon-
czeniu poboru probki rurke przedmuchuje sie suchym gazem nosnym o tem-
peraturze okoto 20°C [28].

Z prébek powietrza powinien by¢ tez usuwany dwutlenek wegla, ktéry tak
jak para wodna zestala si¢ w niskich temperaturach, a na niektdrych kolum-
nach moze powodowac zaktdcenia w detekcji lekkich weglowodoréw. Do usu-
wania C02 najczesciej stosowany jest NaOH [49].

Prowadzone badania wykazuja jednak, ze nie ma idealnego srodka susza-
cego; prawie kazdy z nich zaburza w jakis sposéb skiad analizowanej prébki.
Wedtug opinii wielu autoréw najwieksze problemy stwarza ilosciowe ozna-
czenie ciezszych weglowodoréw > C6, ktére czesto adsorbowane sg przez
$rodek suszacy, natomiast stosowanie membran z Nafionu powoduje zanizenie
stezeri butenow lub tworzenie sie artefaktow. Generalnie, autorzy publikami nie
sg zgodni w ocenie wptywu $rodka suszacego na sktad analizowanej prébki.
Niekiedy rezygnuje sie z osuszania prébki, redukujac jej objetosé do minimum
[9, 51].

Innym czynnikiem przeszkadzajacym przy analizie weglowodoréw w po-
wietrzu ze wzbogacaniem zaréwno sorpcyjnym, jak i niskotemperaturowym,
jest ozon, ktory moze reagowac z weglowodorami z probki, szczeg6lnie niena-
syconymi, powodujac, ze ich zawarto$¢ oznaczana w prébce jest mniejsza niz
w rzeczywistosci [57, 58].

7 — Wiadomosci Chemiczne 11-12/97
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3.4, METODY UWALNIANIA WZBOGACONEJ PROBKI
POWIETRZA ATMOSFERYCZNEGO

llosciowe uwolnienie wzbogaconej probki powietrza przeprowadza sie
przez desorpcje termiczng lub desorpcje za pomocg rozpuszczalnika (ekstrakcje).

Desorpcja termiczna znajduje zastosowanie zarbwno w wypadku wzboga-
cania kriogenicznego, jak i wzbogacania na sorbentach [59-61], ekstrakcja
natomiast stuzy do uwalniania sktadnikow zaadsorbowanych na ztozu [1, 5, 7,
37, 38, 41, 45, 62-65],

Najmniejsze ryzyko zaburzenia sktadu probki zwigzane jest z desorpcjg
termiczng prébki wzbogacanej kriogenicznie bez ztoza sorbujacego. Ogrzewa-
nie sorbentu powoduje bowiem zawsze niebezpieczenstwo jego degradacji
i podwyzszenia tta. Temperatura desorpcji powinna by¢ tak dobrana, by spo-
wodowata catkowite uwolnienie zwigzkéw trudno lotnych lub silniej adsor-
bowanych, a zarazem nie wywotata rozktadu substancji termicznie nietrwatych
[30]. Przy tej metodzie desorpcji unika sie rozcieficzenia wzbogaconej probki
i do analizy mozna uzy¢ jej catg objetosé. Przy dobrze wykonanej desorpcji
krioputapke i niektére rurki z sorbentem mozna uzy¢ ponownie bezposrednio
po jej zakonczeniu.

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem nie wymaga zadnego dodatkowego oprzy-
rzagdowania i mozna zajej pomocg desorbowac z takg samg wydajnoscig wszy-
stkie zwigzki. Do ekstrakcji wymagane sg jednak bardzo czyste i w zwigzku
z tym kosztowne rozpuszczalniki. Wiekszo$¢ z nich jest ponadto toksyczna,
a szczegOlnie najszerzej stosowany, zwiaszcza do sorbentéw weglowych, disiar-
czek wegla [45, 62-64].

4. CHROMATOGRAFICZNE METODY OZNACZANIA
NIEMETANOWYCH WEGLOWODOROW W POWIETRZU
ATMOSFERYCZNYM

Sposrdd wszystkich metod analitycznych najczesciej stosowang i powsze-
chnie uznawang za dajacg najlepsze wyniki, zardwno jakosciowe, jak i ilos-
ciowe, przy oznaczaniu lekkich weglowodorow w powietrzu atmosferycznym,
jest chromatografia gazowa.

Opracowano wiele uktadéw pomiarowych rozniacych sie sposobem po-
bierania i wzbogacania probki powietrza, dozowania probek na kolumne ana-
lityczna, rodzajem kolumny i jej wypetnieniem, stosowanymi detektorami oraz
metodami kalibracji. Schemat najczesciej stosowanych rozwigzan przedstawio-
no na rys. 3.

W metodzie zastosowanej w pracy J. Rudolpha i in. [30] probka pobrana
do metalowego pojemnika jest nastepnie wzbogacana metodg sorpcyjna (rys. 4).
Jako sorbent stosuje sie porowatg krzemionke i Carbosieve w temperaturze



Rys. 3. Schemat uktadéw do pobierania i analizy probek powietrza atmosferycznego na zawarto$¢ NMI-IC (na podstawie [52;])
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Rys. 4. Schemat uktadu do wzbogacania i oznaczania niemetanowych weglowodoréw w powietrzu

atmosferycznym [30]: 1, 2, 3, 4, 5 — zawory, 6 — zbiornik z probka, 7 — butla z mieszanina

kalibracyjng, 8 — manometry, 9 — zawdr szesciodrozny, 10 — Kkierunek przeptywu proébki przy

wzbogacaniu, 11 — kierunek przeptywu prébki przy dozowaniu, 12 — kolumna wzbogacajaca

z wypetnieniem warstwowym: porowata krzemionka i Carbosieve, 13 — wlot gazu no$nego (hel),

14 — wylot do kolumny chromatograficznej, 15 — objeto$¢ wzorcowa, 16 — potaczenie z pompa
prézniowa

okoto —30°C. Wzbogacona prébka dozowana jest na kolumne rozdzielajaca
przez termiczng desorpcje. Probka osuszana jest bezposrednio przed analizg
chromatograficzng, juz po etapie wzbogacania.

Uktad skonstruowany przez F. J. Reineke i K. Bachmann [24] przystoso-
wany jest do wzbogacania prébek powietrza pobieranych do kanistréw oraz
do analizy prébek pobranych do rurek sorpcyjnych (rys. 5). Prébki z kanistrow
przepuszcza sie przez kolumne wzbogacajaca, wypetniong dwiema warstwami
sorbentu: Spherosil XOA 200 i Carbosieve B. Dozowanie na kolumne roz-
dzielajaca (kolumna kapilarna PLOT o dtugosci 50 m, pokryta A120 3) odbywa
s'e przez desorpcje termiczng probek z kolumny wzbogacajacej lub z rurek
sorpcyjnych. Do detekqi stuzy uktad 3 detektoréw ECD, PID i FID, co umoz-
liwia rownoczesne oznaczanie lotnych weglowodoréw i ich halogenopochod-
nych.

W urzadzeniu do pobiera ula i wzbogacania probek powietrza atmosfery-
cznego P. B. Shepsonai in. [40] para wodna z prébek jest wymrazana w spiral-
nych stalowych putapkach zanurzonych w ciekt} tn argonie (rys. 6), gdzie ulega
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Rys. 5. Schemat uktadu do oznaczania weglowodoréw C2-Cgi halogenoweglowodoréw w powie-
trzu atmosferycznym metodg chromatografii gazowej z zastosowaniem krioogniskowama i trzech
detektoréw (PID, ECD i FID) [24]: 1 —pompa, 2 —rurkaz Mg(C104)2, 3 —pojemnik metalowy
z probka powietrza, 4 — zawor szesciodrozny, 5 —zavor czterodrozny, 6 — kolumna wzbogaca-
jaca z wypetnieniem warstwowym: Spherosil XOA 200 i Carbosieve B, ziebiona do —100°C
(wzbogacanie) i ogrzewana do 280 °C przy desorpcji, 7 — rurka sorpcyjna z wypetnieniem: Tenax
TAi Carbosphere S, 8 —kolumna kapilarna 50 m, Alumina PLOT, 9 —dzielnik strumienia gazu,
10 —doprowadzenie gazu nosnego (helu), 11 — doprowadzenie gazu uzupetniajacego 1,12 —do-
prowadzenie gazu uzupetniajgcego 11, 13,14 —wyloty gazu, 15 — detektor ECD, 16 — detektor
PID, 17 - detektor FID

zestaleniu w postaci cienkiej warstewki lodu. W krioputapkach nastepuje row-
niez wzbogacenie analitow. Nastepnie wzbogacona prébka przenoszona jest
z ogrzanej wymrazarki w strumieniu gazu nos$nego do rurek wypetnionych
Tenaxem. Zaadsorbowana na Tenaxie prébka jest transportowana do labora-
torium, desc”bowana termicznie i analizowana metodg GC/MS.

N. Schmidbauor i M. Oehme [50] do wzbogacana probek powietrza
atT cofeyczrego pobranych do neta®wych pojemnikéw stosowali dwustop-
niowe wzbogacanie kriogeniczne, w podwdjnej putapce cUodzonej ciektym
azotem. Zawarto$¢ krioputspki po termodesorpcji jest krioogniskowama przed
wprowadzeniem na kolumne chromatograficzng w kapilarnej rurce stalowej
(rys. 7).

Metoda analityczna ozreczarua niemetanow/ch weglowodoréw opraco-
wana przez P. Mat -ske i in. [49] wykcrzystuje rozdzielanie weglowodoréw
na kolumnie kapilarnej CP-Sil-5-CB z programowa”ymi temperaturg i ris-
rieniem. Prébki pow:etrza pobrane do pojemnikdéw metalowych osusza sie
za pomocg NaOH i Mg(CIC>42 a nastepnie wzbogaca w rurce sorpcyj-
nej wypetnionej sorbentem Car>cpack BHT, chiodzone; do temperatury
—120°C i kroogniskuje w poczatkowym odcinku kclumny cbromatograficz-
nej (rys. 8).
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Rys. 6. Schemat arzgazenu. do pobierania i wzbogacania prébek powietrza atmosferycznego w ce-

lu oznaczenia niemetanowych weglov. ouoréw [40]: 1 — butla z azotem, 2 — filtry, 3 — zawor,

4 —sonda, 5 — ciekty argon, 6 — naczynie Dewara, 7 — wymrazarka, 8 — rurka z sorbentem
Tenax, 9 — zawor czterodrozny, 10 — przeptywomierz, 11 — zawo6r, 12 — pompa

Uktad opisany przez J. Mowrera i A. Lindskog [10] stuzy do automatycz-
nego oznaczar ia weglowodoréw niemetanowych C2-C5 w powiel rzu atmosfe-
rycznym na obszarach nie zanieczyszczonych (Rorvik, Szwecja). Pomiary te
prowaozoro w ramacn ogoélnoeuropejskiego program”™ monitoringu antropo-
genicznych zanieczyszczen powietrza (EUROTRAC). Na rys. 9 przedstawiono
cztery etapy pracy ai tomatj cznegc analizatora. Jego dziatanie obejmuje pocie-
ranie probek pow;etrza wzbogacanych na sorbentach, ich termiczna desorpcie,
a nasteprie knoogniskowanie probki i dozowanie jej na kolumne rozdzielaja-
cg. Caty cykl powtarza sie w Scisle okreSlonych odstepach czasowy ch. Przy-
ktadowy chromatogran probk: powie.rza atmosferycznego, gazu wzcrcowegc
oraz gazu losnegc przedstawia rys. 10.
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Rys. 7. Schemat aparatury do wzbogacania probki powietrza atmosferycznego z zastosowaniem
*'jioognisi:i wa-iia [50]: 1 —rurkaz sorbentem (wegiel aktywny i sito molekularne 5A) do oczysz-
czania gazu nos$nego, 2 — krio”utapka (10 dm3 ciektego azotu) do oczyszczania gazu no$nego,
3 — zawor iglicowy, 4 — zawory odcinajace, 5 — pclempik met;’owy z probka powietrza,
6 — dozownik rnieszrriny wzorcowei, 7,9 — ukb'1putapek kriogenicznych, 8 —mrkaz K2C 03,
10 —prekolumna krioogniskujaca, 11 — pomiar objetosci, 12 —z<.wor sze$¢'odj *'zny, 13 —pola-
czenie z kolumng kapilarng; A — zawory ot.rarte w trakcie wzbogacania prébki, B — zawor
otwarty w trakcie przeptukiwania uktadu helem, C — potozenie zaworu w trakcie przenoszenia
prébki do prekolumny kroogr;sk tjacej

W potaczeniu z rdznymi technikami wzt ogacania pidbki, chromatogr; fia
gazowa umozliwia oznaczanie substancji organicznych wystepujacych w po-
wietrzu w stezeniach nawet rzedu kilku ppt Aby 'ednak osiggna¢ wymagana
cr tos¢ i niska granice wykrywalnosci, konieczne jest dobranie odpovie<irlej
metody detekgji.

Przy ozn cze”iach weg owe dorow najczesciej stosowane sa detektory jo-
nizacyjne: ptomieniowo-jonizacyjny (FID) lub fotojonizacyjiy (PID). Dete-
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He ciekty N2

Rys. 8. Schemat aparatury do wzbogacania prébki powietrzai oznaczania weglowodoréw i haloge-
noweglowodoréw metodg GC [49]: C — pojemnik metalowy z prébka powietrza, S — rurka
sorpcyjna do usuwania COz i HzO, a —askaryt, b — Mg(C104)2, H — urzadzenie grzewcze, FC
— pomiar objetosci, PT — pufapka kriogeniczna z wypetnieniem Carbopack BHT, C-H —ele-
ment chtodzaco-grzewczy, V. —zawdr szesciodrozny, DT —putapka kriogeniczna, De — naczynie
Dewara z ciektym azotem, R — termometr oporowy, M — urzadzenie do automatycznego opusz-
czania i podnoszenia naczynia Dewara, FSCC — kolumna kapilarna, N —zawor stalowy Nupro,
SV1, SV2, SV3, SV4 — zawory elektromagnetyczne, T — tgcznik Swageloka, Tu — kapilara,
LDVT — dzielnik strumienia

ktor FID jest bardziej uniwersalny niz PID, ktdrego nie mozna stosowac do
oznaczen weglowodoréw C 1-C 4. Detektor PID jestjednak znacznie czulszy od
FID-u dla ciezszych weglowodorow, a szczeg6lnie dla weglowodoréw aroma-
tycznych [18, 66-68]. Granica wykrywalnosci dla detektora FID wynosi
100 pg, dla detektora PID za$ —2 pg w odruesieiru do substancji, dla ktorych
detektory te sg najbardziej czute [69]. Czasem fgczy sie je szeregowo, przy
czym detektor PID musi zawsze poprzedzaé FID, ktory jest detektorem nisz-
czacym. Do detekcji NMHC uzywa sie tez spektrometréw masowych sprzezo-
nych z chromatografami gazowymi. Jest to szczegélnie wygodna metoda przy
identyfikacji sktadnikéw ztozonych mieszanin weglowodorowych [25, 32, 34,
40, 68, 70, 71],

Do separacji weglowodoréw w prébkach powietrza uzywane byly poczat-
kowo kolumny pakowane. Obecnie szeroko stosuje sie kolumny kapilarne,
majace o wiele w'eicszg zdolno$¢ rozdzielczg. Czasem uzywa sie uktadow 2 ko-
lumn (np. DB-1 i GS-Q), faczac je w systemie wymywania zwrc*nego
(back-Jlush) [18]. Przeglad najczesciej stosowanych wypetnien kolumn chroma-
tograficznych uzywanych do analiz weglowodoréw niemetanowych przedsta-
wia tab. 2a i b.
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Tabela 2a. Wypetnienia kolumn chromatograficznych stosowanych do ozna-
czen niemetanowych weglowodoréw w powietrzu atmosferycznym — kolum-
ny pakowane

. . L Pismien-
Wypetnienie Rozdzielane zwigzki nictwo
Zel krzemionkowy c2 [35]
C2cCs [80]
ai2o 3 C2C4 [90]
c2c3 [81]
Porapak QS <Q [18]
Spherosil XOB 075 C2-€s [30, 92]
Oktan/Porasil C c2C3 [60]
C2C6 [21, 54, 76]
C2-C6, tancuchy proste [20]
OPN/Poracil C C2-C5 [43, 89]
Ftalan didecylu/ farcuchy rozgatezione [20]
Chromosorb P C2-C4
SP-1200+Benton 34/ <VCS [81]
Chromosorb W
Triton X-100/ C4-C6 alifatyczne [62]
Chromosorb
TCEP/Chromosorb lub Carbo-  weglowodory aromat. [63]
wax 20>‘/Chromosorb C~C9
OV-275/Chromosorb suma weglowodorow [64]
alifatycznych C4-C 10
Kwas pikrynowy/ suma weg cwodcrow [85]

Graphpack GC < C4 i pojedyncze Cs-C6

Na jako$¢ rozdziatu korzystnie wnkywu zastosowanie niskotemperaturo-
wych kolumn chromatograficznych [9, 21, 24, 32, 52, 54].

Do potrzeb terenowych laboratoriéw badajgcych rutynowo stan zanieczy-
szczenia powietrza atmosferycznego weglowodorami opracowywane sg meto-
dyki i normy okreslajgce doktadny tok postepowania przv analizie NMHC
w powietrzu atmosferycznym.

Najbardziej kompleksowe sg metodyki oznaczen zanieczyszczen powietrza
opracowane przez Agencje Ochrony Srodowiska Standéw Zjednoczonych (US
EPA). Czesto jedna procedura analityczna stuzy do oznaczania kilkunastu
roznych lotnych zwigzkéw organicznych w powietrzu. Oznaczenia weglowodo-
réw z grany NMKC mozna wykonywac wedtug nastepujacycn procedur opub-
likowanych przez EPA, oznaczonych symbolami: TOIl, TC2, TC3, T012,
1014 [33].



862 M. KURDZIEL, E SZCZEPANIEC-CIECIAK

CAS HB AS

Rys. 9. Schemat automatycznego analizatora powietrza, przedstawiajacy cztery etapy cyklu anali-
tycznego: a — oczyszczanie uktadu, b — pobieranie prdbki, ¢ — desorpcja/krioogniskowanie,
d — dozowanie probki i analiza. Element V na rysunku (b) pokazuje umiejscowienie trojnika
Swageloka i strzykawki stosowanej do kalibracji przy uzyciu wzorcowego sprezonego powietrza
[10]. CAS — sprezone powietrze wzorcowe, HB — hel (Slepa proba), AS — probka powietrza,
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CAS HB AS

CAS HB AS

MV — dwudrozny lub tréjdrozny zawér magnetyczny, CFV —zawor do ustalania statego przeptywu,
PPD — osuszalnik permeacyjny Perma Pure, SP — pompa, TT — putapka z sorbentem Tenax,
AT — rurka adsorpcyjna z wypetnieniem Carbotrap i Carbosieve S-111, CV —zawdr kriogeniczny,
W —zawoér czterodrozny Valeo, CT —putapka kriogeniczna, PCV —zawor do pomiaru cisnienia,
NV — zawor iglicowy, FID — detektor ptomiemowo-jonizacyjny, GC — chromatograf gazowy
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czas (min)
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Metoda TOI umozliwia oznaczanie w powietrzu atmosferycznym lotnych,
niepolamych zwigzkéw organicznych o temperaturach wrzenia w zakresie
80-200 °C. Do grupy tej naleza lekkie weglowodory aromatyczne: benzen, tolu-
en, etylobenzen, ksyleny, kumen oraz heptan i 1-hepten. Probki pobiera sie
metodg adsorpcyjna, stosujac jako sorbent Tenax GC. Po termodesorpcji ga-
zowe probki analizuje sie metoda GC/MS.

W metodzie TO2 prdébki powietrza pobiera si¢ rowniez metodg adsor-
pcyjng, ale sorbentem jest weglowe sito molekularne (np. Spherocarb).
Prébka desorbowana jest termicznie i analizowana metodg GC/MS. W ten
sposéb oznacza sie niepolame i niereaktywne bardzo lotne zwiazki organiczne
0 temperaturach wrzenia w zakresie od —15°C do 120°C, wsrdd nich benzen
1 toluen.

Metode T03 stosuje sie do oznaczen niektorych halogenoweglowodoréw
i benzenu, ale moze byé ona uzyta do oznaczen innych lotnych zwiazkow
organicznych o temperaturach wrzenia od —10°C do 200 °C. Probki powiet-
rza sg wzbogacane kriogenicznie w U-rurce wypetnionej kuleczkami szklanymi,
nastepnie termodesorbowane i analizowane na chromatografie gazowym z de-
tektorami FID i ECD.

Metoda TO12 pozwala na oznaczanie sumy niemetanowych zwigzkow
organicznych w powietrzu atmosferycznym przy zastosowaniu kriogenicznego
wzbogacania i bezposredniej detekcji przy uzyciu detektora FID.

W metodzie TO 14 zaleca sie pobieranie prébek powietrza atmosferycz-
nego do pojemnikéw metalowych SUMMA. Oznacza sie w nich lotne substan-
cje organiczne, a stosowalno$é tej metody do poszczegdblnych zwigzkdw zalezy
od ich stabilno$ci w pojemnikach metalowych. Na liscie zwiazk6w, dla ktérych
metoda zostata pierwotnie opracowana przez EPA, znajdujg sie benzen, toluen,
etylobenzen, styren, ksylen, 1,2,4-trimetylobenzen i 1,3,5-trimetylobenzen (me-
zytylen). Obecnie sugeruje sie jej wykorzystanie réwniez przy oznaczeniach 55
weglowodoréw C2-C 9 —prekursorow o0zonu zamieszczonych w wykazie EPA
Clean Air Act Title 1 Compounds (Ozone Precursors) z roku 1990 [25, 28].
Analiza probek polega na ich kriogenicznym wzbogacaniu, chromatograficznej
separacji zwigzkéw i detekcji — w wypadku weglowodoréw — za pomoca
detektorow FID, PID i MS.

Rys. 10. Chromatogramy: a — prébki powietrza (R6rvik, Szwecja), b — sprezonego powietrza
wzorcowego, ¢ — helu (Slepa prdéba). Probke analizowano za pomocg urzadzenia ztozonego ze
zmodyfikowanego automatycznego analizatora powietrza (Chrompack) potaczonego z chromato-
grafem gazowym Varian 3700. W pracy brak informaq’i o stosowanej kolumnie chromatograficznej
[10]. Oznaczenia pikéw: 1. etan, 2. etylen, 3. propan, 4. COz i cyklopropan, 5. propen, 6. acetylen,
7. 2-metylopropan, 8. propadien, 9. butan, 10. chlorek metylu, 11. tnms-2-buten, 12. 1-buten,
13. 2-metylopropen, 14. cis-2-buten, 15. 2,2-dwumetylopropan, 16. cyklopropan, 17. 2-metylobu-
tan, 18. pentan, 19. propyn, 20. 1,3-butaclien, 21. 3-metylo-I-buten, 22. trans-2-penten, 23. 2-me-
tylo-2-buten, 24. 1-penten, 25. 2-metylo-I-buten, 26. cis-2-penten, 27. heksan, n — nie zidenty-
fikowany
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Tabela 2b. Wypetnienia kolumn chromatograficznych stosowanych do oznaczen
niemetanowych weglowodoréw w powietrzu atmosferycznym — kolumny kapi-
larne

L . L PisSmien-
Wypetnienie Rozdzielane zwiagzki nictwo
ai2o 3 C2c6 [77, 82]
c2c8 [24, 87]
ai2o Ikci Cc2-C8 [11, 27, 93, 94]
C2c, [8, 26]
C2-C6 [50]
C2-C4 nienasycone [43]
DB-1 Cs-Cjo [31]
c2€10 [9, 12, 79]
c2Cc1 [32, 35]
Cs-Clg [25]
c2cd [34]
DB-210 C2-Cg [27]
SE-30 >C5 [84]
C2C10 [52]
C*-C,0 [21, 76]
ov-ioi c6-Cc14 [86]
C4-C10i suma C2C3 [59]
ov-i/ov-ioi C2-C 10 (niepetny rozdziat) [22, 75]
CP-Sil-5-CB c2cB [74]
c2cr [25]
C2-C10 [49]
GS-Q c2C4 [31]
c2 [32, 34]
SF-96 >Q [71]
Ftalan dinonylu C4cu [46]
Maleinian dibutylu C4-C 8 alifatyczne [80]
m-bis-m-fenoksy-fenoksy- C6-C i0 aromatyczne [80]
benzen
Supelcowax-10 lub SPB-1 styren [65]
2 kolumny w systemie >C4 [18]

backflush: Porapack QS i DB-1

Obowigzujace w naszym kraju polskie normy oznaczania NMHC w po-
wietrzu atmosferycznym dotycza badania zawarto$ci lekkich weglowodoréow
alifatycznych C4-C 6 [62], benzenu ijego homologéw z nasyconym taricuchem
bocznym [63], sumy weglowodorow alifatycznych C4-C 10 [64] oraz styrenu
[65]. Zalecaja one pobieranie prébek powietrza metoda wzbogacania na rur-
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kach sorpcyjnych, wypetnionych weglem aktywnym. Zatrzymane substang'e sg
nastepnie ekstrahowane disiarczkiem wegla, a otrzymany ekstrakt analizowany
metoda chromatografii gazowej. Chromatograf gazowy powinien by¢ zaopa-
trzony w detektor ptomieniowo-jonizacyjny. Rozdziat analitow przeprowadza
sie na optymalnych dla danej grupy weglowodoréw kolumnach separacyjnych.
Weglowodory C4-C 6 rozdzielane sg na kolumnie pakowanej o dtugosci 10 m,
z wypetnieniem Triton X-100 na Chromosorbie PAW [62], weglowodory aro-
matyczne na kolumnie pakowanej o dtugosci 2-2,5 m zawierajagcej TCEP lub
Carbowax 20 na Chromosorbie PAW [63]. Przy oznaczaniu sumy weglowo-
doréw alifatycznych C2-C 10 uzywana jest kolumna pakowana o dtugosci 1 m,
wypetniona olejem silikonowym OV-275 naniesionym na Chromosorb PAW
[64], a przy oznaczeniach styrenu stosuje sie kolumne kapilarng o dtugosci
60 m z wypetnieniem Supelcowax-10 [65],

5. METODY KALIBRACJI UKLADOW POMIAROWYCH

Kalibracja uktadoéw analitycznych stosowanych do oznaczania niemeta-
nowych weglowodordw w powietrzu atmosferycznym wymaga stosowania
wzorcow, w ktorych stezenia sktadnika lub skfadnikéw sg bardzo mate, tego
samego rzedu co zwigzki oznaczane w pobranej prébce. Najczesciej stosuje sie
gazowe mieszaniny wzorcowe, choé w niektérych pracach do kalibracji chro-
matografu gazowego stuza ciekie roztwory wzorcowe.

Aby mieszanina gazowa mogta by¢é uwazana za mieszanine standardo-
wa (wzorcowg), musi zachowywaé stezenie skiadnika mierzonego w czasie;
stezenie to musi by¢ znane z odpowiedniag doktadnos$cia, a mieszanina doste-
pna w wystarczajgco duzej objetosci. Wymogi te powoduja, ze przygotowa-
nie wzorcowych mieszanin gazowych jest zadaniem skomplikowanym. Zaga-
dnienia zwigzane z przygotowaniem gazowych mieszanin wzorcowych, meto-
dami ich sporzadzania zostaty oméwione w pracy J. Namiesnika [72]. Przy
oznaczeniach NMHC w powietrzu atmosferycznym do kalibracji uktadow
pomiarowych uzywa sie mieszanin wzorcowych przygotowanych metodami
dynamicznymi [11-13, 20, 25, 74, 83], statycznymi [13, 32, 40, 49, 84, 90],
przez rozcienczenie eksponencjalne [8, 10, 24, 30, 31, 92] oraz ciektych roz-
tworéw wzorcowych [13, 25, 34, 62-65, 74, 81]. W wielu pracach jako wzor-
coéw uzyto dostepnych w handlu wzorcowych mieszanin gazowych [8, 9, 21,
26, 34, 35, 54, 76, 77, 81-83, 85, 88] oferowanych przez wiele specjalistycz-
nych firm.

Wzorcowe mieszaniny gazowe stuzg nie tylko do kalibracji chromatogra-
fow gazowych, ale wykorzystuje sie je rowniez do testowania i kalibracji ukta-
déw do wzbogacania probek, okreslania objetosci przebicia sorbentéw itp. [38,
72, 73].
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Zadna na $wiecie powaga nie wazy w Fizyce;
samo do$wiadczenie i obserwacja sg gruntem Fizyki.

A. Trzcinski [1]

Nie tak dawno pisatem na tych famach o btedach pychy. Zrédtem bledow
pychy jest bezkrytyczne samouwielbienie i uparte trwanie przy wiasnych, bted-
nych przeciez czasami, pogladach. Btedom pychy towarzyszg do$¢ czesto gor-
szgce napasci na tych, ktérzy sa odmiennego zdania. Jesli jednak biedy takie
moga na zbiorowym wysitku badawczym w istotny sposéb zawazy¢, to dlate-
go, ze btedne nawet poglady moga fatwo uzyska¢ range poglagdéw powszech-
nych, jesli tylko stojg za nimi uznane autorytety. Bledy pychy generowane sg
przez zbytnig pewno$¢ siebie. Ale przeciez wiekszo$¢ badaczy cierpi raczej na
zbyt niskg pewnos¢ siebie i chetnie wspiera sie pomocnym Autorytetem. Po-
dzielajac ,,btedy pychy” naszych autorytetow, sami pozostajemy w szarej strefie
btedéw pokory, wynikajacych z braku potrzebnego krytycyzmu wobec tych
autorytetow wiasnie.

Ta swoista presja autorytetow znacznie zelzata wprawdzie w naszych cza-
sach, ale bytajeszcze bardzo silna w niedawnej przeciez dobie Oswiecenia. Teze
te dokumentuje choc¢by przytoczone tu jako motto, a wypowiedziane w toku
goracych polemik zdanie Andrzeja Trzcifskiego, profesora fizyki Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Nie byt to uczony wysokiego lotu, lecz raczej zastuzony nau-
czyciel akademicki i, co warto podkresli¢, krzewiciel wiedzy chemicznej w na-
szym kraju. Charakteru byt kiéotliwego i jako zaciety polemista toczyt spory
m.in. z Janem Sniadeckim. Odpryskiem tych sporéw jest przytoczone wyzej
zdanie.

Jezeli dzisiaj mozemy ciagle jeszcze obserwowac przejawy presji autoryte-
téw, to dawniej dochodzito do prawdziwej tyranii autorytetéw. Wierno$¢ np.
wobec litery pism Arystotelesa byla wieksza niz wobec litery Pisma Swietego.
Nie tak dawno w szwajcarskim czasopismie chemicznym, w ,,Chimii”, ukazat
sie piekny esej Ernsta Benza, z profesji filozofa i teologa. Obecnos¢ czego$
takiego w czasopisSmie bgdz co badZ chemicznym moze zdziwi¢. A chodzi
w tym eseju 0 niebezpieczefAstwa zwigzane z presja autorytetéw wihasnie. Benz
w zartobliwej formie opowiada [2] o $lepym respektowaniu tradycji arystotele-
sowskiej. Wiadomo, ze w czasie gdy w Europie odradzaty sie pedy wiedzy
starozytnych, stowo Arystotelesa urosto do rangi nieomylnego dogmatu. Fizy-
ka Arystotelesa dotrwata w niezmienionej formie do wieku XVIII. Ale to
znajdowato uzasadnienie w zdroworozsgdkowym doswiadczeniu ludzkim: kaz-
dy mogt stwierdzi¢, ze ciezka ,,ziemia” spada w dét, a lekki ,,0gien” unosi sie
w gore i ze ciato ,,przestaje sie poruszaé, gdy nie dziata nan sifa”. Trzeba byto
dopiero zakwestionowac takie ,,oczywiste” Swiadectwa zmystéw, by obali¢ za-
tozenia fizyki Arystotelesa. Benz przedstawia jednak zupetnie inny przykiad
wiernosci dla Arystotelesa, przyktad, gdzie zwykta obserwacja bytaby w stanie
obali¢ btedny poglad wielkiego Greka. Zastanawiajac sie nad budowg ciata
niektérych owaddéw Arystoteles napisat, ze jetka jednodniéwka ma cztery
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nogi. ,,Bezkrwiste zwierzeta — czytamy w tekscie Zoologii — niezaleznie od
tego, czy lataja, czy chodzg postuguja sie wiekszg iloscig punktow oparcia dla
poruszania sie, np. zwierze zwane ephemerum postuguje sie czterema nogami
i czterema skrzydtami. To zwierze wyrdznia sie nie tylko przez krotkie zycie
(ktéremu zawdziecza swa nazwe), lecz takze przez te osobliwos$¢, ze posiada
skrzydfa, chociaz jest zwierzeciem czworonoznym” [3].

Wywod ten, oparty na blednej obserwacji, byt nastepnie bez ?mian i ja-
kichkolwiek komentarzy powtarzany przez wieki. Ciekawe, jak doszto do ta-
kiej btednej obserwacji, bo skadinagd wiadomo, ze starozytni byli szczegblnie
doktadnymi obserwatorami Natury. W tej samej Zoologii, piszac o sposobach
picia wody przez ptaki, Arystoteles zauwaza np.: ,,Cechg charakterystyczng
gotebi pospolitych, matych gotebi dzikich i turkawek jest to, ze gdy pijg, nie
podnoszg gtowy, dopoki sie nie napijg dostatecznie” [4]. Mozna podziwiaé
precyzje obserwacji, wyrdzniajacej pod wzgledem sposobu picia wody gotebie
sposréd innych ptakow.

Benz przenosi twierdzenie Arystotelesa o czworonozno$ci jetki na inne
owady i twierdzi, iz uwazat on, ze i muchy sg czworonozne. Nie odpowiada to
jednak prawdzie, bo w innym swym dziele (0O czesciach zwierzat) Arystoteles
wyraznie zaznacza (piszac 0 muchach, pszczotach, pchiach i szarariczy): ,,wszys-
tkie te owady posiadaja po sze$¢ nog, facznie z nogami stuzacymi do skakania”
[5]. Powody odrebnego potraktowania jetki pozostajg niejasne. Jak stwierdza
natomiast Benz, ,,szescionozno$é” jetki ,,odkryt” dopiero w XVII w. niderlan-
dzki przyrodnik i mistyk, Jan Swammerdam (1637-1680). Tekst Arystotelesa
0 czworonoznosci jetki przedrukowywano bez zmian i komentarzy w ciagu
catych wiekéw i jeszcze w wydaniu dziet Stagiryty, wykonanym w latach
1831-1870 przez Berlinska Akademie zamieszczony zostat bez jakichkolwiek
wariantow.

Benz twierdzi zresztg, ze pewien filolog Klasyczny, zapytany, ile n6g ma
mucha, odpowiedziat mu, ze cztery, ,,bo tak stoi u Arystotelesa”.

Inna rzecz, ze nasze czasy w przekorny sposob zrehabilitowaty btedne ob-
serwacje Arystotelesa. Udalo sie przeciez, na drodze manipulacji gena-
mi mutantéw Drosophila, wyprodukowa¢ muszki o czterech, a nawet o$miu
nogach. Za' to wiasnie osiggniecie uzyskali w 1995 r. Nagrode Nobla
Ch. Nusslein-Volhard, E. F. Wieschaus i E. B. Lewis. A nieco pdzniej w zespole
W. J. Gehringa w Bazylei wytworzono muszki Drosophila z dodatkowymi oczy-
ma rozlokowanymi na skrzydtach, odn6zach i antenach owadzich. W ten sposéb
uczeni przyrodnicy w samej rzeczy zrealizowali to, co sie tylko $nito filozofom.

OdpowiedZ na pytanie, ile n6g ma jetka, tak czy owak nie wazyta mocno
na rozwoju nauki. Bywaty przeciez jednak przypadki, kiedy potulnos¢ wobec
autorytetéw wyrzadzata istotne w nauce szkody. Przykladem takiej sytuacji
moze by¢ rozwazana przez Crombiego [6] sprawa negatywnego wptywu Wil-
liama Gilberta (1540-1603) na pewne aspekty nauki o magnetyzmie ziemskim.
»reoretyczne oczekiwania Williama Gilberta — pisze Crombie — uniemoz-
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liwity na przecigg jednego pokolenia uznanie faktu, iz odchylenie igly mag-
netycznej od prawdziwej pétnocy zmienia sie w czasie, pomimo tego, ze posia-
dano na to dowody”.

Gilbert, stawny lekarz krolowej Elzbiety, w 1600 r. ogtosit dzieto o bardzo
dhugim facinskim tytule: Guiliemi Gilberti Colcestrensis, Medici Londinensis De
Magnete magnetisgue corporibus, de magno magnete tellure, Physiologia nora.
W dziele tym obszernie potraktowat m.in. sprawy deklinacji magnetycznej
(ktorg zresztg nazywat wariacjg). Byt zdania, ze brak zgodnosci kierunku igly
magnetycznej z linig potudnikowa wynika z nierbwnomiernego rozmieszczenia
na kuli ziemskiej kontynentéw. ,,Na Ziemi —pisat — obrot [igly magnetycz-
nej, I. S.] ulega zaktdceniu przez wptyw wielkich kontynentow, ktore w wielkiej
liczbie wznoszg sie nad dnem morskim i powodujg niekiedy odchylenie igty od
prostych drdg (to znaczy od prawdziwych potudnikéw)”. Gilbert uwazat uktad
kontynentéw ziemskich za staly i stagd wnosit, ze deklinacje magnetyczne dla
okre$lonych miejsc winny by¢ state. ,W okreslonym miejscu — twierdzit
— i w tym samym Kkraju kat wariacji pozostaje staty, tak na morzu, jak i na
ladzie. Pozostanie on wiecznie ten sam, chyba ze zdarzy sie wielkie zniszczenie
kontynentu i zanik ziem, tak jak to bylo z Atlantydg” [7]. To twierdzenie
Gilberta zrewidowano dopiero w 1635 r.

Jeszcze inny przykiad ,,btedéw pokory” zaczerpngé mozemy z naukowego
zyciorysu Leonarda Eulera (1707-1783). Twércze lata tego wielkiego matema-
tyka i teoretyka fizyki podzielity miedzy siebie Petersburg i Berlin. Byt on
cztonkiem Akademii Nauk Rosji i Prus. W Petersburgu przebywat w latach
1727-1741 i 1766-1783. Obydwa te okresy rozdzielit berlinski okres zycia uczo-
nego. W Akademii Nauk w Berlinie byt dyrektorem Wydzialu Matematyki.
Euler znany jest jako prawdziwy tytan nauki; jego naukowa produktywno$¢
siegneta wymiaréw legendy. Wedtug zestawienia G. Enestréma [8] miat on
opublikowaé tacznie 886 prac, przy czym az 409 z nich przypada na lata
1767-1783, lata starosci prawie juz niewidomego uczonego. Obliczono, ze aby
przepisac recznie dzieta Eulera, trzeba by, pracujac po 8 godzin dziennie, zuzy¢
50 lat zycia.

Starzejgcemu sie uczonemu zaproponowat W. Ortdéw, dyrektor Akademii
Petersburskiej, by ten napisat ,,na zapas” tyle artykutéw, by mozna je byto
drukowac w periodyku Akademii przez 20 lat po jego $mierci. Dyrektor bat sie
bowiem, ze po $mierci Eulera wydawnictwo moze podupas¢ z braku materia-
t6w nadsytanych do druku. Spetniajac te niecodzienng prosbe, Euler pozos-
tawit zapas okoto 250 prac. Ich publikacja trwata az do roku 1862 [9].

| otdéz, w czasie wojny o sukcesje austriackg (1741-1748) Euler otrzymat
zadanie wyszukania i wydania jak najlepszego podrecznika artylerii. Uczony
wybrat New principles ofgunnery Robinsa, ksigzke wydang w Londynie w roku
1742 i wydat jg we wiasnym ttumaczeniu, z obszernymi przypisami. W przypi-
sach rozwingt m.in. teorie toru pocisku. Eulerowskie ttumaczenie Robinsa wy-
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szto nastepnie po francusku (wydane dla potrzeb szkét wojskowych) i zostato
Z powrotem przettumaczone na jezyk angielski! Niestety, w swoich przypisach
zawart tez Euler krytyke propozycji Robinsa, by wprowadzi¢ gwintowanie luf
armatnich. Uwaza sie, ze wstrzymato to wprowadzenie tego pomystu do prak-
tyki armii europejskich na cate stulecie [10].

W czasach, gdy gtéwnym sposobem komunikowania sie ludzi byt ustny
przekaz, stowa nauczyciela —verba magistri — tatwo nabieraty sity dogmatow.
Sytuacja ulega ogromnej zmianie w dobie wielkiej rewolucji informatycznej,
jaka byt wynalazek druku. ,,Do wzrastajacej powszechnosci zainteresowan —
pisze A. R. Hall w dziele: Rewolucja naukowa 1500-1800 —drukarstwo doda-
to rozszerzenie sie wiedzy. Tyrania wiekszych powag, nieodtgczna od matych
ksiegozbiorow, zostata przetamana w odniesieniu do uczonego, ktéry mogt
korzysta¢ z tatwosci kompilacji i odsytaczy do innych ksigzek, co poprzednio
byto nie do pomyslenia” [11].

Inna rzecz, ze stowo drukowane, skutecznie niszczace przewagi autoryte-
tow, samo mogto nabiera¢ cech wyroczni —przez sam fakt ukazania sie dru-
kiem. Taki przesadny szacunek do czego$, co zostato wydrukowane, daje sie
przeciez zauwazy¢ i dzisiaj, przynajmniej u czeSci mniej doswiadczonych czytel-
nikdw. Pamietam, jak w swoim czasie do naszego zespotu trafit lekarz z prowi-
ncji, ktéry po nieudanym starcie w jakiej$ przychodni antyalkoholowej po-
stanowit zajac¢ sie chemig fizjologiczng. Musiat, rzecz jasna, douczy¢ sie wielu
rzeczy. Byt bardzo pilny i cate ksigzki zamazywat kolorowymi podkre$leniami.
| trafit podczas tych studiéw na btedny opis pewnego do$wiadczenia, ktérego
tresci absolutnie juz nie pamigtam. Chodzit wiec od jednego z nas do drugiego
i szukat wyjasnienia niezgodnosci naszej praktyki i stowa pisanego. Byt coraz
bardziej zrozpaczony, bo nie byt w stanie sobie wyobrazi¢, ze w ksigzce, ktorg
studiowat, moga by¢ bledy. Pamietam, jak stat przede mng z prawdziwymi
fzami w oczach i stukajac palcem w odpowiedni fragment otwartej ksigzki
mamrotat: ,,Ale tu jest napisane inaczej, ale tu jest napisane inaczej!... To jest
przeciez napisane w ksigzce! Wydrukowane!”

Inna rzecz, ze kiedy po kilku latach zapytatem go, czy nadal wierzy Swiecie
w stowo drukowane, krzywo sie usmiechnat i odpowiedziat: ,,Nie, to juz mineto”.

Najbardziej przykra sytuacja —jesli chodzi o ulegto$¢ wobec Autorytetéw
— ma miejsce wowczas, gdy rzecznik prawidtowego pogladu zmienia swoja
prawidtowg interpretacje pod presjg autorytarnego rzecznika pogladéw bied-
nych. Nie bez uczucia adresowanej w przeszto$¢ przykrosci siegne tutaj po
przyktad z naszego podwdrka. Chodzi mi o badania naszego bardzo wybitnego
organika, Edwarda Wroblewskiego (1848-1892), nad strukturg benzenu. Nasz
rodak pracowat w Instytucie Technologicznym w Petersburgu. Jego zastuga
jest doswiadczalny dowdd réwnocennosci pozycji 2 i 6 oraz 3i 5w pierscieniu
benzenowym. Dowdd Wréblewskiego polegat na przeprowadzeniu sekwencji
systematycznych, zdefiniowanych co do ich pozycji, podstawien pierscienia i byt
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zupelnie pewny. Jeszcze po 80 latach uzyskat najwyzszg ocene C. K. Ingolda.
»Wroblewsky’s demonstration — napisat Ingotd — still ranks as one of the
best examples of the method and logic of organic chemical structure deter-
mination” [12].

Celem, jaki sobie postawit Wréblewski, byto udowodnienie prawidtowosci
tej struktury benzenu, jakg zaproponowat Kekule. Ptaska pierscieniowa struk-
tura Kekulego przekonujgco ttumaczyta izomerie pochodnych benzenu, w tym
i fakt istnienia trzech izomeréw dwupodstawionego uktadu benzenowego, tzn.
izomerow orto, meta i para. Coz, kiedy izomerie tego typu mozna byto opisac
rowniez na gruncie pryzmatycznej struktury benzenu lansowanej przez Laden-
burga. Za strukturg Ladenburga opowiadata sie wowczas wiekszos¢ badaczy,
nie mogacych pogodzi¢ sie z tezg Kekulego o oscylujacych wigzaniach podwoj-
nych. Argumentacja Van’t Hoffa [13], ze struktura pryzmatyczna implikuje
istnienie izomerdw optycznych benzenu, nie znajdowata nalezytego rezonansu.

Jednym ze zwolennikéw struktury
pryzmatycznej benzenu byt Dymitr Men-
delejew. W toku dyskusji nad rozprawg
doktorskg Wroblewskiego (31 grudnia
1876 roku), podnoszac zastugi doktoran-
ta i wyrazajac sie pochlebnie o jego

pracy eksperymentalnej, réwnocze$nie wskazywat, ze Wroblewski udowodnit
nie —jak sadzi — pierscieniowg strukture benzenu Kekulego, ale pryzmatycz-
ng strukture Ladenburga. Wypowiedz ta nie odbita sie wprawdzie niekorzy-
stnie na gtosowaniu o nadaniu Wréblewskiemu stopnia naukowego, ale zasiata
tak wielkie watpliwosci u samego autora badan, ze publicznie wyrzekt sie
poczatkowych pogladéw i przyznat, iz istotnie jego wyniki potwierdzajg struk-
ture pryzmatyczng [14].

Czeg6z nas uczy to zato$¢ budzgce wydarzenie? Mysle, iz uczy, ze presji
autorytetow nie nalezy sie poddawac zbyt pospiesznie. Warto sie nieco uprze¢
przy swoim pogladzie. Jesli jest btedny —nasz updr pozwoli rzecz catg bardziej
wszechstronnie przedyskutowaé, z pozytkiem dla sprawy. Ale pamietac trzeba
o0 dopuszczalnych granicach uporu. Bo Scylla pokory niedaleko lezy od Chary-
bdy pychy.
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REGULAMIN DLA AUTOROW

»~Wiadomosci Chemiczne” publikujg artykuty referatowe, nie oryginalne prace doswiadczal-
ne, dotyczace wszystkich dziedzin chemii i nie drukowane przedtem w innych czasopismach. Ar-
tykuty wydrukowane w ,,Wiadomosciach Chemicznych” nie moga by¢ bez zgody Redakcji druko-
wane w innych czasopismach. Tre$¢ artykutdw powinna odpowiadaé¢ stanowi wiedzy w chwili
pisania artykutu. PiSmiennictwo cytowane powinno uwzglednia¢ najnowsze prace krajowe i za-
graniczne z dziedziny, ktérej dotyczy artykut.

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

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

Artykuty nalezy opracowywac zwiezle i nie zamieszczac szczeg6tdéw, odsytajac czytelnika do
pismiennictwa oryginalnego. Maszynopis nie powinien przekracza¢ 25 stron wraz z tabelami i wyka-
zem pi$miennictwa lub 100 stron, jes$li jest monografig przeznaczong do druku w ,,Bibliotece
Wiadomosci Chemicznych”. W wypadku prac wykonywanych za pomocg komputera, prosze
zwrdci¢ szczegb6lng uwage na jakos$¢ wydruku i czytelnos¢ wzoréw. Jesli nie bedg wyrazne, to
artykut nie bedzie przyjety do Wydawnictwa. Redakcja prosi —jezeli to mozliwe — o dofaczenie
dyskietki z tekstem pracy wraz z informacjg o uzywanym edytorze (i jego wersji). Redakcja zapew-
nia zwrot dyskietki.

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

Tabele nalezy ponumerowaé cyframi arabskimi oraz podac ich tytul.

Pismiennictwo zestawia sie w kolejnosci cytowania w tekscie: powinno ono zawiera¢ kolejno
inicjaty imion i nazwisko, skrot tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wydania,
tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy. Wykaz skrotéw wazniejszych czaso-
pism chemicznych jest podany w ,,Wiadomosciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jesli czes¢ pis-
miennictwa zebrana jest w monografiach lub innych wydawnictwach, nie nalezy podawac szczeg6-
towo wykazu tego pismiennictwa, lecz cytowa¢ odnosne wydawnictwo.

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

Honoraria za wydrukowane prace sg wyptacane wylgcznie tym Autorom, ktérych artykuty zo-
staly zamowione przez Redakcje. Autorzy wydrukowanych prac otrzymujg bezptatnie 20 nadbitek.
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NOWE WYDAWNICTWA

J. D. Lee, Zwiezta chemia nieorganiczna, ttumaczenie z jez. angielskiego Jerzy Kurytowicz, Wydaw-
nictwo Naukowe PWN, Warszawa 1997

Zwiezta chemia nieorganiczna, ktéra miatajuz co najmniej 5 wydan w USA (1964, 1965,1977,
1991 i 1996), doczekata sie rdwniez kolejnego wydania w Polsce. W stowie ,,Od wydawcy” napisa-
no, ze poprzednie wydanie w Polsce miato miejsce w 1994 jako wydanie trzecie tej ksigzki (wydanie
trzecie tej ksigzki w USA w 1977). Recenzowatem te ksigzke i miatem wiele krytycznych uwag,
z ktoérych najwazniejsza dotyczyta jej nienowoczesnosci w poréwnaniu do istniejacych nawet na
rynku polskim innych podrecznikéw chemii nieorganicznej na poziomie uniwersyteckim. Juz wte-
dy, w 1994 r,, wyrazitem zdziwienie, ze przettumaczono ksiazke z 1977 r., a nie bardzo unowoczes-
niong wersje z 1991. W stowie ,,Od wydawcy" dowiedziatem sie 0 najnowszym wydaniu z 1996 r.
oraz o nieprzekonywajacej argumentacji Wydawnictwa, dlaczego ponownie wydano starg wersje
ksigzki.

Na stronie tytutowej ksiazki napisane jest ,,Wydanie czwarte poprawione”. Nie rozumiem, co
to oznacza. Ksigzka ta w USA miata 4 wydania (1964, 1965, 1977 i 1991), a by¢ moze nawet
5 (1996). Wydanie z 1991 r. (wydanie czwarte w USA) bylo istotnie unowocze$nione, o objetosci
niemal dwukrotnie wiekszej od wydania z 1977 r. Oswiadczenie Wydawcy, ze obecne wydanie jest
wydaniem czwartym poprawionym moze sugerowac, ze jest to ttumaczenie wydania amerykans-
kiego z 1991 r. —a tak niejest. Z moich poréwnan ksiazki z 1994 i 1997 r. wynika wyraznie, ze jest
to po prostu dodruk wydania z 1994 r., a nie nowa poprawiona wersja. Z powyzszych powoddw
moja opinia o ,,wydaniu czwartym poprawionym” jest rownie, jesli nie bardziej krytyczna niz
0 wydaniu trzecim z 1994, chociaz fakt wyczerpania naktadu upowazniat Wydawnictwo do doko-
nania dodruku, ale bez o$wiadczenia, ze jest to wydanie czwarte i poprawione.

Oba wydania sg identyczne, chociaz kartkujac obie ksigzki zauwazytem, ze w wydaniu
z 1994 r. np. po stronie 32 jest strona 35; po 40 strona 37, a po 42 strona 47 itd. Nie wiem, czy takie
raczej drukarskie btedy dotyczg catego naktadu, a nie chciatbym przypuszczaé, ze usuniecie tych
btedéw Wydawnictwo uznato za argument do nadania wydaniu notki: ,,Wydanie czwarte po-
prawione”.

Na koniec przytocze ostatnie zdanie mojej recenzji ksigzki wydanej w 1994 r.: ,,Mimo przed-
stawionych uwag sadze, ze ksigzka znajdzie wielu czytelnikéw, poniewaz jest napisana poprawnie
1przystepnie. Na pewno przettumaczenie 1V wydania tej ksigzki (wydania amerykariskiego z 1991
roku, przyp. J.J.Z.) byloby sukcesem wydawniczym”. Wydrukowanie na stronie tytutowej ksigzki
»~Wydanie czwarte poprawione” nie jest sukcesem wydawniczym.

Wroctaw, 25 sierpnia 1997 Jozef J. Ziotkowski
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Adam Bielanski, Podstawy chemii nieorganicznej, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1997,
wydanie trzecie uzupetnione, podrecznik w trzech czesSciach, 1033 s.

Poprzednie wydania podrecznika chemii nieorganicznej, autorstwa Adama Bielanskiego
z 1987, a szczegblnie z 1994 roku, cieszyly sie bardzo dobrg opinig zaréwno wsréd studentdw
uczelni wyzszych, jak i kadry nauczycieli akademickich. ,,Wiadomosci Chemiczne” odnotowywaty
te fakty w recenzjach kolejnych wydan podrecznika. Z zadowoleniem nalezy przyjac¢ kolejne trzecie
wydanie uzupetnione o bardzo przydatny wykaz najwazniejszych zwigzkéw chemicznych zgodny
z obowigzujaca nomenklatura. Chociaz tymczasem ukazaty si¢ ttumaczenia bardzo dobrych pod-
recznikdw chemii nieorganicznej, np. Chemia nieorganiczna, podstawy F. A. Cottona, G. Wilkin-
sona i P. L. Gausta, Zwiezta chemia nieorganiczna J. D. Lee oraz dwutomowa Chemia nieorganicz-
na L. Kolditza, to na pewno wznowione wydanie ksigzki A. Bielanskiego niedtugo bedzie zalegac¢
potki ksiegarskie. Stanie sie tak dlatego, ze zaréwno ukiad rozdziatow ksigzki, jak i ich tres¢
bardzo dobrze odpowiadajg tematom i tresci miniméw programowych z zakresu chemii ogélnej
i nieorganicznej zalecanych przez ministra edukacji narodowej.

Mozna oczekiwaé, ze wielu wyktadowcow przedmiotu chemia nieorganiczna bedzie polecac
studentom ten podrecznik jako podstawowy.

Wroctaw, 10 wrze$nia 1997 Jozef J. Ziotkowski
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Redakcja miesiecznika PTCh ,,Wiadomos$ci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysokos¢ prenumeraty rocznej ,,Wiadomosci Chemicznych” za 1998 r. ustalili-
$my na 48 zt dla instytucji i nie zrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych
oraz 24 zt dla bibliotek szko6t Srednich i podstawowych. Naleznos$¢ za prenume-
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